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Nitrogen is usually the growth limiting nutrient in boreal forest soils. Most of the nitrogen
is bound to organic fraction, and low bioavailability of nitrogen delimits plant growth in
boreal forest soils. Amino acids are easily available nitrogen compounds and thus they are
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nitrogen for plants and other soil microbes. It is possible that LAO is an important factor
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71. Johdanto
Suomessa metsät ovat vallitseva elinympäristö. Suomen maapinta-alasta kolme neljäsosaa eli noin
23 miljoonaa hehtaaria on metsien peitossa maaperän puuntuotoskykyyn ja puuston
latvuspeittävyyteen perustuvien määritelmien mukaan (Maa- ja metsätalousministeriö 2000).
Suomen metsät luokitellaan boreaaliseen eli pohjoiseen havumetsävyöhykkeeseen, jossa vallitsevat
puulajit ovat kuusi (Picea abies) ja mänty (Pinus sylvestris) (Metla 2004). Puuvartisten kasvien ja
muun kasvillisuuden lisäksi maanpinnan alapuolella elävä sienirihmasto on merkittävä osa metsää.
Lähes kaikki boreaalisen vyöhykkeen kasvit muodostavat sienijuurisymbiooseja, joiden avulla kasvi
saa paremmin vettä ja ravinteita maaperästä (Dahlberg 2002). Typpi on tärkeä pääravinne ja usein
typpi on metsäpuiden kasvua rajoittava tekijä. Orgaaniset typpiyhdisteet, erityisesti aminohapot,
ovat vallitsevia typpiyhdisteitä metsämaassa. Frank esitti jo 1800-luvun lopulla, että
sienijuurisymbioosia muodostavilla sienillä on merkittävä rooli etenkin orgaanisten
typpiyhdisteiden hyödyntämisessä metsämaassa (Allen 1991).
Ektomykorritsasienet osallistuvat metsämaan typenkiertoon hajottamalla orgaanisia typpiyhdisteitä
ja kuljettamalla niitä isäntäkasvin käytettäväksi. Typpiyhdisteet kuljetetaan sieneltä isäntäkasville
mahdollisesti sekä orgaanisessa että epäorgaanisessa muodossa (Chalot ym. 2006). On esitetty, että
sienisolun sisällä aminohapot päätyvät hajottaviin aineenvaihduntareaktioihin (Marmeisse ym.
2004). Toistaiseksi sienisolun sisällä tapahtuvasta aminohappotypen mineralisaatiosta tiedetään
hyvin vähän. Aminohappotypen mineralisaatiolla tarkoitetaan reaktiota, jossa aminohaposta
vapautuu ammoniumioni. L-aminohappo-oksidaasit (LAO) katalysoivat aminohappojen
mineralisaatiota ammoniumiksi. On esitetty, että LAO saattaa olla tärkeä aminohappojen
mineralisaatiomekanismi metsämaassa (Nuutinen & Timonen 2008).
Toistaiseksi LAO-aktiivisuus on osoitettu kantasienistä vain tympösten ja lohisienten sukuun
kuuluvilta ektomykorritsaa muodostavilta sieniltä (Nuutinen & Timonen 2008). Vielä ei tiedetä
kantasienistä geenejä, jotka koodaavat LAO-proteiinia. Maisterin tutkielman tavoitteena oli eristää
LAO-geeni kantasieniin kuuluvasta hiekkatympösestä ja luonnehtia geenin rakennetta sekä verrata
proteiinisekvenssiä tietokannassa oleviin sekvensseihin.
81.1 Ektomykorritsasienet
Vuonna 1885 Frank kuvasi puun ja sienen välisen symbioottisen suhteen sienijuureksi eli
mykorritsaksi (Allen 1991). Sana mykorritsa tulee kreikan sanoista mykes-sieni ja rhiza-juuri.
Mykorritsalla tarkoitetaan sienen ja puun välistä mutualistista eli molemmille osapuolille edullista
fysiologista suhdetta. Frank erotti mykorritsasta kaksi eri morfologista tyyppiä: endomykorritsan,
jossa sienirihmasto tunkeutuu kasvin juurten soluseinien läpi ja ektomykorritsaksi, jossa sienirihmat
eivät tyypillisesti tunkeudu kasvin soluseinien läpi.
1800-luvun lopulla Frank esitti, että ektomykorritsasienet pystyvät vapauttamaan orgaaniseen
ainekseen sitoutuneita ravintoaineita ja antamaan niitä kasvien käyttöön. Hän kehitti ajatustaan
pidemmälle, olettaen että sienet auttavat typen vapautumista orgaanisesta aineksesta, erityisesti
proteiineista. Frankin mukaan typpi olisi peräisin orgaaniseen ainekseen sitoutuneista proteiineista,
joita ektomykorritsasienet pystyvät hyödyntämään (Allen 1991, Harley & Smith, 1983).
Abuzinadah & Read (1989) osoittivat, että orgaaniset typpiyhdisteet saattavat olla tärkeä typenlähde
myös kasveille, jotka muodostavat ektomykorritsasymbioosia.
Ektomykorritsasymbioosit ovat tyypillisiä pohjoisen havumetsävyöhykkeen puille (Read 1991).
Ektomykorritsasienten lajimäärä on suurempi verrattuna isäntäpuiden lajimäärään ja Euroopassa
havumetsävyöhykkeellä on yli 700 eri ektomykorritsasienilajia (Dahlberg 2002). Yleensä
ektomykorritsasieniyhteisö koostuu muutamasta vallitsevasta lajista ja suuresta määrästä
harvinaisempia lajeja (Dahlberg 2002). Ektomykorritsaa muodostavat monet kanta-
(Basidiomycota) ja kotelosienet (Ascomycota) sekä muutamat yhtymäsienet (Zygomycota) (Harley
& Smith 1983, Hedh ym. 2007).
1.1.1 Tympöset
Tympösten sukuun (Hebeloma) kuuluvat sienet muodostavat ektomykorritsasymbioosia.
Tympösten suku luokitellaan kantasienten (Basidiomycota) kaareen, helttasienten (Agaricales)
lahkoon ja Cortinariaceae heimoon. Tympösten suku voidaan jakaa seitsemään ryhmään,
Porphyrospora, Sinapizantia, Theobromina, Velutipes, Denudata, Myxocybe ja Hebeloma (Kuva 1).
Useat tympöset ovat väriltään haalean ruskeita ja värin muutokset ovat mahdollisia itiöemän
kehittyessä (Kuva 2). Kehittyneessä itiöemässä heltat ovat lähes poikkeuksetta vaalean ruskeat.
Varren kannasta lähtien on yleensä havaittavissa ruskeaa väriä, mikä on yksi suvun tärkeä
taksonominen merkki (Vesterholt 2005).
9Kuva 1. Tympösten sukua (Hebeloma) kuvaava kladogrammi (Vesterholt 2005).
Tympösten suku on levinnyt maailmanlaajuisesti, mutta tympösiä tavataan erityisesti lauhkeilla,
viileillä ja arktisilla alueilla. Molina ym. (1992) mukaan tympösiin kuuluvien lajien
isäntäspesifisyys vaihtelee kapea-alaisista laaja-alaisiin. Tympöset viihtyvät usein kalkkipitoisilla
metsämailla, missä orgaanisen aineksen määrä on usein vähäinen mutta poikkeuksiakin löytyy, sillä
esimerkiksi hiekkatympönen (Hebeloma cylindrosporum) viihtyy happamilla mailla (Vesterholt
2005).
Hiekkatympönen kuuluu Myxocybe alasukuun. Molina ym. (1992) ja Marmeisse ym. (2004)
mukaan hiekkatympönen on laajakirjoinen isäntälajinsa suhteen, kun taas Vesterholtin (2005)
mukaan laji muodostaa mykorritsaa vain havupuiden kanssa. Hiekkatympönen kasvaa nopeasti ja
sen koko elinkierto voidaan toteuttaa laboratorio-olosuhteissa, mikä on harvinaista
ektomykorritsasienillä. Hiekkatympönen on yksi ektomykorritsasienten mallisienistä.
Hiekkatympösen koko genomia ei ole vielä sekvensoitu, mutta sienestä on tallennettu tietokantoihin
proteiineja koodaavia sekvenssejä (expressed sequence tag, EST-sekvenssi) (Marmeisse ym. 2004).
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Kuva 2. Tympösten sukuun kuuluva itiöemä. Tympösille on tunnusomaista vaalean ruskea yleisväritys ja
heltat. Kuva: Jaro Nuutinen.
1.2 Typpi metsäekosysteemissä
Biologinen typensidonta ja ravinnelaskeuma ilmakehästä kartuttavat metsäekosysteemin
typpivarantoja (Helmisaari ym. 2008). Lepän juurinystyräbakteerit pystyvät sitomaan ilmakehän
typpeä yli 100 kg N/ha/vuosi ja lepän lehtikarikkeen mukana maahan tulee helposti hajoavia
typpiyhdisteitä 60-100 kg/ha/vuosi (Helmisaari ym. 2009, Mikola 1966). Suomessa vuotuinen
typpilaskeuma on keskimäärin 3-5 kg N/ha vuodessa (Pihatie 2009). Ilmakehän typpilaskeuma ei
kuitenkaan riitä kattamaan metsäpuiden typentarpeita, sillä kuivahkon kankaan männikkö tarvitsee
typpeä n. 22 kg/ha vuosittain (Helmisaari ym. 2009).
Kangasmetsissä puustossa typpeä on 143-710 kg N/ha riippuen vallitsevasta puulajista ja puun
ikäluokasta (Helmisaari ym. 2008). Osa typestä voi sitoutua pitkäksi aikaa puun biomassaan, mutta
osa palautuu vuosittain karikkeen mukana maahan. Mäntymetsässä yli 60 % ja kuusimetsässä yli 70
% puuston maanpäälliseen osaan sidotusta typestä on neulasissa ja oksissa. Karikkeen mukana
maahan palautuvat ravinteet ovat olennainen osa metsäekosysteemin ravinnekiertoa (Kuva 3).
Metsän typpivarannot koostuvat pääasiassa maaperän orgaaniseen ainekseen sitoutuneesta typestä.
Kangasmetsissä juuristokerroksessa typpeä on 2000-3000 kg N/ha (Helmisaari ym. 2008).
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Maaperän orgaaniset typpivarannot koostuvat mm. kuolleesta eloperäisestä aineksesta sekä juurista
ja niiden tuottamista orgaanisista yhdisteistä. Metsämaassa aminohapot ovat sekä määrällisesti että
laadullisesti tärkein typenlähde (Johnsson ym. 1999).
Aminohappojen biosaatavuus on tärkeä tekijä kasvien ja mikrobien ravinteiden saannin kannalta,
mikä vaikuttaa merkittävästi maassa tapahtuvaan typenkiertoon. Metsämaassa aminohapot voivat
olla vapaana maanesteessä tai olla sitoutuneita maakomponenttien pinnoille tai orgaaniseen
ainekseen kuten proteiineihin (Chalot & Brun 1998). Positiivisesti varautuneet emäksiset
aminohapot pidättyvät tehokkaammin maakomponenttien pinnoille kuin neutraalit ja negatiivisesti
varautuneet aminohapot, jotka ovat pääasiassa maanesteessä. Maanesteessä olevat vapaat
aminohapot ovat helpommin biologisten reaktioiden kohteena (Bartlett & Doner, 1988).  Werdin-
Pfisterer ym. (2009) määrittivät boreaalisen metsämaan kuusi vallitsevaa aminohappoa, alaniini,
asparagiini, asparagiinihappo, glutamiinihappo, glutamiini ja histidiini, joiden osuus kaikista
maassa olevista vapaista aminohapoista oli 71-86 %.
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Kuva 3. Pelkistetty orgaanisen typen kierto metsämaassa. Maaperän kuollut eloperäinen aines, juuret ja
niiden tuottamat orgaaniset yhdisteet sekä metsäpuiden kariketuotanto kerryttävät maahan orgaanisia
typpiyhdisteitä. Mikrobien tuottamat proteaasit pilkkovat orgaanisen aineksen sisältämiä proteiineja
aminohapoiksi. 1) Mykorritsat ottavat kokonaisia aminohappoja maanesteestä ja antavat aminohappoja
isäntäpuulle tai käyttävät niitä omiin biosynteettisiin reaktioihin. 2) Sienisolun sisällä aminohappojen
mineralisaatioon saattaa osallistua L-aminohappo-oksidaasi (LAO). LAO:n katalysoiman reaktion
seurauksena aminohaposta vapautuu ammoniumryhmä, joka mahdollisesti voidaan kuljettaa isäntäpuuhun tai
sieni voi käyttää sen omiin biosynteettisiin reaktioihin. Kuva: Eeva Marttinen.
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1.2.1. Typenkierto metsämaassa
Metsämaan typenkierto (Kuva 3) on pelkistetysti jaoteltu kahteen ydinosaan; orgaanisten
typpiyhdisteiden mikrobiologiseen hajotukseen ja epäorgaanisten typpiyhdisteiden hyödyntämiseen
kasvibiomassan tuotossa (Schimel & Bennett 2004). Viimeisten vuosikymmenten kuluessa
typenkierto on alettu nähdä uudesta näkökulmasta, jossa pääroolissa ovat mikrobien tuottamat
entsyymit.
Maassa typen reaktiot ovat pääasiassa palautumattomia ja reaktiot vaativat entsymaattisen
katalyysin (Bohn ym. 2001). Typenkiertoon liittyy keskeisesti käsitteet orgaanisen aineksen hajotus
ja typen mineralisaatio. Tässä orgaanisen aineksen hajotuksella tarkoitetaan tapahtumaa, joka
vapauttaa orgaanisen aineksen sitoutunutta energiaa ja palauttaa ravinteet takaisin kiertoon (Bohn
ym. 2001). Typen mineralisaatiossa mikrobit vapauttavat orgaaniseen ainekseen sitoutunutta typpeä
epäorgaaniseen muotoon (Schimel & Bennett 2004).
1.2.1.1 Ektomykorritsasienten proteaasit osallistuvat maan orgaanisten typpiyhdisteiden
hajotukseen
Ektomykorritsasienet pystyvät suoraan vapauttamaan typpeä sisältäviä yhdisteitä orgaanisesta
aineksesta. Ektomykorritsasienten on osoitettu tuottavan proteaaseja, peptidaaseja ja kitinaaseja,
jotka osallistuvat orgaanisten typpiyhdisteiden hajotukseen (Leake 1994). Nygren ym. (2007)
osoittivat, että laaja taksonominen ryhmä ektomykorritsasieniä tuottaa solunulkopuolisia
proteaaseja (Kuva 3), jotka hajottavat proteiineja aminohapoiksi ja lisäävät siten maan
aminohappopitoisuutta.
Ektomykorritsasienten tuottamilla proteaaseilla saattaa olla merkittävä rooli metsäekosysteemin
typenkierrossa (Kuva 3). Kasvupaikka ja orgaanisen aineksen pitoisuus maassa vaikuttavat
ektomykorritsasienten proteaasituotantoon (Chalot & Brun 1998). Ektomykorritsasienet, jotka
tyypillisesti asuttavat orgaanista ainesta, tuottavat enemmän proteaaseja kuin mineraalimaata
asuttavat ektomykorritsasienet. Maan koostumuksen lisäksi sen pH vaikuttaa ektomykorritsasienten
solun ulkopuolisten proteaasien tuottoon ja entsyymin aktiivisuuteen. Tibbett ym. (1998a)
osoittivat, että syrjäntympönen (H. subsaponaceum) ja kalvastympönen (H. crustuliniforme)
tuottavat proteaaseja, joiden pH-optimi on 3.
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1.2.1.2 Aminohapot -ektomykorritsasienen välityksellä suoraan isäntäkasville vai
mineralisaation kautta ammoniumionina?
Aminohapot ovat vallitsevia typpeä sisältäviä yhdisteitä happamilla orgaanisilla metsämailla ja
saattavat olla ektomykorritsasienten pääasiallinen typenlähde (Smith & Read 2008). Tibbett ym.
(1998b) havaitsivat, että testatut tympösten sukuun kuuluvat sienikannat pystyivät hyödyntämään
paremmin alaniinia ja glutamaattihappoa kuin ammoniumia. Aminohapot eivät voi kulkeutua
vapaasti solukalvon läpi, vaan ne vaativat kuljetusmekanismeja. Sienillä aminohapot kuljetetaan
soluun protoni symport -mekanismilla protonin konsentraatiogradientin avulla (Chalot & Brun
1998).
Sienisolun sisällä aminohapot päätyvät katabolisiin eli hajottaviin aineenvaihduntareaktioihin tai
aminohapot voidaan siirtää suoraan isäntäkasville (Näsholm ym. 1998, Marmeisse ym. 2004,
Chalot ym. 2006, Müller ym. 2007). Typpiyhdisteiden siirtymisestä sieneltä isäntäkasville on
esitetty eri hypoteeseja, joiden mukaan typpiyhdisteet voivat siirtyä sekä orgaanisessa että
epäorgaanisessa muodossa ektomykorritsasieneltä isäntäkasville (Chalot ym. 2006).
Perinteisen näkemyksen mukaan sienisoluun kuljetetut aminohapot päätyvät ensin sienen omiin
katabolisiin reaktioihin, joiden seurauksena vapautuu ammoniumioneja (Marmeisse ym. 2004,
Müller ym. 2007). Ammoniumionit käytetään biosynteettisiin reaktioihin, joissa syntetisoidaan mm.
glutamaattia glutamiinisyntetaasin ja NADP-spesifisen glutamaattidehydrogenaasin välityksellä
(Marmeisse ym. 2004, Chalot ym. 2006). Ektomykorritsasienillä on havaittu, että erityisesti
glutamiinia kertyy sienisoluun ravinteiden vaihtopaikkaan, minkä perusteella on oletettu, että
glutamiini on pääasiallinen typpiyhdiste, joka siirtyy ektomykorritsasieneltä isäntäkasville (Chalot
ym. 2006).
Näsholm ym. (1998) osoittivat, että mykorritsasymbioosia muodostavat boreaalisen vyöhykkeen
kasvit mänty (Pinus sylvesteris), kuusi (Picea abies), mustikka (Vaccinium myrtillus) ja metsälauha
(Deschampsia flexuosa) pystyivät kenttäolosuhteissa ottamaan kokonaista aminohappoa, glysiiniä
mykorritsatyypistä riippumatta. Näsholm ym. (1998) esittivät, että kasvit pystyisivät hyödyntämään
orgaanisia typpiyhdisteitä (Kuva 3), minkä seurauksena typen mineralisaatiota ei tarvittu. Kaikkien
tutkittujen kasvien ei ole osoitettu pystyvän ottamaan orgaanisia typpiyhdisteitä. Hodge ym.
(2000a) eivät voineet osoittaa, että englanninraiheinä (Lolium perenne) pystyisi ottamaan testattuja
orgaanisia typpiyhdisteitä (urea, L-lysiini, levän aminohapot, levän solut, englanninraiheinän
versot).
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Selle ym. (2005) esittivät, että ammoniumionit saattavat olla pääasiallinen typpiyhdiste joka
kuljetetaan sieneltä isäntäkasville. Selle ym. (2005) määrittivät useita mahdollisia ammoniumin
kuljettamiseen osallistuvia proteiineja ektomykorritsaa muodostavalta poppelilta. Selle ym. (2005)
havaitsivat, että mykorritsat lisäsivät poppelin juurten ammoniuminottokapasiteettia. Nämä tekijät
saattavat viitata siihen, että typpiyhdisteet kuljetetaan ammoniumioneina sieneltä isäntäkasville.
Chalot ym. (2006) esittivät, että typpiyhdisteet kuljetettaisiin sieneltä isäntäkasville epäorgaanisena
ammoniumionina tai orgaanisessa muodossa riippuen hiilen saatavuudesta. Pula hiilestä johtaa
lopulta ammoniumionien kertymiseen sienisolussa. Tällöin sieni siirtäisi isäntäkasville typpeä
ammoniumionina (Chalot ym. 2006). Mikäli sieni kuljettaa typpeä kasviin ammoniumioneina,
tarvitaan entsyymejä, jotka katalysoivat aminohappojen mineralisaatiota eli reaktiota, jonka
seurauksena aminohapoista vapautuu ammoniumioneja.
1.2.1.3 Aminohappojen mineralisaatio
Maassa tapahtuva aminohappojen mineralisaatio on suurelta osin biologisen aktiivisuuden
aikaansaama (Jones & Shannon 1999). Barak ym. 1990 esittivät, että aminohappojen
mineralisaatiossa mikrobit ottavat aminohapot solun sisään, joissa aminohappojen mineralisaatio
tapahtuu. Tällöin ylimääräinen typpi vapautetaan ammoniumionina. Vaihtoehtoisesti
aminohappojen mineralisaatio voi tapahtua solun ulkopuolella sinne eritettyjen entsyymien
katalysoimana (Jansson & Persson 1982).
Aminohapot hajoavat maassa melko nopeasti. Jones & Shannon (1999) havaitsivat aminohappojen
puoliintumisaikojen vaihtelevan 1-12 tunnin välillä. Aminohappojen lyhyen puoliintumisajan
perusteella Jones & Shannon (1999) esittivät, että solun ulkopuolisia entsyymejä ei välttämättä
tarvittu aminohappojen mineralisaatioon ennen niiden kuljettamista mikrobisolujen sisään.
Joidenkin mykorritsasienten on osoitettu ottavan orgaanisia typpiyhdisteitä maanesteestä
(Abuarghub & Read, 1988), jolloin aminohappojen mineralisaatioon voivat osallistua myös solun
sisäiset entsyymit (Kuva 3).
Tibbett ym. (1998b) havaitsivat, että 20-50 % glutamaatista oli mineralisoitunut epäorgaaniseksi
ammoniumtypeksi kun tympösten sukuun kuuluvia sienikantoja kasvatettiin kasvualustalla, jossa
oli alhainen hiilipitoisuus. Tibbett ym. (1998b) esittivät, että ektomykorritsojen aminohappotypen
mineralisaatio ammoniumtypeksi saattaa tapahtua kun isäntäpuu ei pysty väliaikaisesti täyttämään
sienen hiilen tarvetta.
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L-aminohappo-oksidaasit (LAO) katalysoivat aminohappojen mineralisaatiota (Kuvat 3 ja 4).
Ektomykorritsasienissä tapahtuvasta aminohappojen mineralisaatiosta tiedetään toistaiseksi vähän.
Kantasienistä LAO-entsyymiaktiivisuuksia on kuvattu ektomykorritsaa muodostavista sienistä
toistaiseksi vain tympösten ja lohisienten suvuista (Nuutinen & Timonen 2008). Vielä ei tiedetä
LAO-entsyymin merkitystä ektomykorritsasienillä, mutta mahdollisesti LAO-entsyymi osallistuu
solunsisäiseen aminohappojen mineralisaatioon ja on siten osa metsämaan typenkiertoa.
1.3 L-aminohappo-oksidaasi
L-aminohappo-oksidaasit katalysoivat reaktioita, joissa substraattina toimii L-aminohappo. Lisäksi
reaktion lähtötuotteena tarvitaan vettä ja happea. Reaktiotuotteena vapautuu ammonium-ryhmä,
aminohappoa vastaava ketohappo ja vetyperoksidia (Kuva 4). Aminohappo-oksidaasit ovat
flavoproteiineja, joissa entsyymien kofaktori flaviiniadeniinidinukleotidi (FAD) aluksi pelkistetään
ja sitten hapetetaan uudelleen, jolloin muodostuu vetyperoksidia reaktiotuotteena (Ladd & Jackson
1982).
Kuva 4. LAO-entsyymin katalysoima reaktio. L-aminohaposta, vedestä ja hapesta syntyy reaktion
seurauksena ketohappo, ammonium-ryhmä ja vetyperoksidia. R on aminohapon sivuketju.
L-aminohappo-oksidaasi (EC 1.4.3.2, L-amino-acid:oxygen oxidoreductase (deaminating)) kuuluu
Entsyymikomission (Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry) luokituksen
perusteella oksidoreduktaasien ryhmään (EC numero 1). Oksidoreduktaasit katalysoivat hapetus-
pelkistys -reaktioita, joissa substraatti hapetetaan eli se toimii elektronien tai vedyn luovuttajana.
Oksidoreduktaaseista suositellaan käytettävän nimeä dehydrogenaasit, reduktaasit tai oksidaasit.
(Nomenclature  Committee  of  the  International  Union  of  Biochemistry  and  Molecular  Biology
2009).
EC numero 1.4 kuvaa entsyymejä, jotka katalysoivat reaktioita, joissa vedyn tai elektronien
luovuttajana toimii CH-NH2 -ryhmä. Entsyymiryhmään kuuluu mm. aminohappodehydrogenaaseja
ja aminohappo-oksidaaseja. Entsyymit voidaan luokitella edelleen alaluokkiin, jotka luokitellaan
elektronien vastaanottajan perusteella. EC numero 1.4.3 kertoo, että vastaanottajana toimii happi
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(Nomenclature  Committee  of  the  International  Union  of  Biochemistry  and  Molecular  Biology
2009).
1.3.1 L-aminohappo-oksidaasin keksiminen
Neubauer (1909) osoitti aminohappojen deaminaation tapahtuvan kolmella eri mekanismilla 1)
oksidatiivisesti, 2) hydrolyyttisesti ja 3) reduktiivisesti. Krebs (1935) nimesi aminohappojen
deaminaatioon osallistuvat entsyymit l-aminohappodeaminaasiksi ja d-aminohappodeaminaasiksi
Kuten Neubauer (1909) myös Krebs (1935) havaitsi, että aminohappojen hapettumisreaktiossa
aminohaposta vapautui NH3 -ryhmä ja muodostui aminohappoa vastaava ketohappo.
Aminohappo-oksidaasi termiä lienee ensimmäisen kerran käytetty vuonna 1936, jolloin Quastel
(1936) viittasi Krebsin löytämiin entsyymeihin. 1930 ja 1940 -luvuilla termiä aminohappo -
oksidaasi ja deaminaasit käytettiin toistensa synonyymeinä, kunnes vuosien mittaan terminologian
kehittymisen myötä nämä kaksi nimeä eriytyivät toisistaan. Nykyään deaminaasit luokitellaan
hydrolyyttisiin entsyymeihin, jotka katalysoivat aminoryhmän poistoa substraatista ja reaktion
seurauksena vapautuu ammoniumioni.
Kirjallisuudessa viitataan ensimmäisen L-aminohappo-oksidaasin kuvaamiseen vuonna 1944,
jolloin Zeller ja Mariz kuvasivat L-aminohappo-oksidaasin käärmeen myrkystä (Faust ym. 2007).
Samoihin aikoihin L-aminohappo-oksidaasi entsyymi havaittiin myös eläinten kudoksissa ja
bakteereissa. Bender & Krebs (1950) havaitsivat, että kotelosieni Neurospora crassa tuottaa  L-
aminohappo-oksidaasientsyymiä.
1.3.2 L-aminohappo-oksidaasin monipuolinen biologinen rooli
L-aminohappo-oksidaasi on yleinen eliökunnassa. LAO-entsyymin biologinen rooli on ilmeisen
erilainen eri eliöissä. LAO-entsyymin monipuolinen biologinen rooli kuvaa, että entsyymi on
evoluution kuluessa erilaistunut eri toimintoihin (Nuutinen & Timonen 2008, Nagaoka ym. 2009).
Nisäkkäillä LAO:n biologinen rooli liittyy ilmeisesti puolustusjärjestelmän toimintaan. LAO:n
katalysoimassa reaktiossa yhtenä reaktiotuotteena muodostuu vetyperoksidia, jolla on
antimikrobinen vaikutus. Nagaoka ym. 2009 osoittivat, että LAO on tärkeä maidossa estämään
bakteerien kasvua. L-aminohappo-oksidaasi on yleinen käärmeenmyrkyssä ja sen on havaittu
esiintyvän eri heimoissa kuten kyykäärmeet (Viperidae),  myrkkykäärmeet  (Elapidae) ja
kalkkarokäärmeet (Crotalidae). Käärmeen myrkystä eristetyn LAO:n biologinen rooli liittyy
mahdollisesti myrkyn aiheuttamiin haitallisiin vaikutuksiin. Käärmeen myrkyistä eristettyjen
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LAO:jen on havaittu aiheuttavan solukuolemaa, vaikuttavan verihiutaleiden toimintaan ja
aiheuttavan punasolujen hajoamista (Du & Clemetson 2002).
Bakteereissa LAO tunnetaan mm. Bacillus, Rhodococcus, Corynebacterium ja Proteus -
bakteerisuvuista (Stumpf & Green, 1943, Coudert & Vandecasteele, 1974, Brearley ym. 1994,
Geueke & Hummel 2002). Bakteereilla LAO:n toiminta liittyy ilmeisesti typpiaineenvaihduntaan.
Coudert & Vandecasteele (1974) osoittivat, että Corynebacterium-suvun bakteerikannalla LAO-
entsyymi aktivoitui kun aminohapot olivat typenlähteenä. Kasvualustalla ammonium esti LAO-
entsyymin ekspressiota. Coudert & Vandecasteele (1974) esittivät, että LAO on yksi mekanismi,
jonka avulla bakteerit voivat hyödyntää aminohappoja typenlähteenä. LAO-entsyymi tunnetaan
myös Chlamydomonas reinhardtii -viherlevällä (Muñoz-Blanco ym. 1990, Piedras ym. 1992). C.
reinhardtii -viherlevällä LAO:n tuotto indusoituu, mikäli aminohapot ovat typenlähteenä (Muñoz -
Blanco ym. 1990).
Eräiden kanta- ja kotelosienten on osoitettu tuottavan LAO-entsyymiä. Kantasienistä LAO
tunnetaan toistaiseksi vain tympösten ja lohisienten suvusta (Nuutinen & Timonen 2008) ja
kotelosienistä leipähomeesta (Neurospora crassa) sekä Aspergillus nidulans -homesienestä (Burton
1951, Davis ym. 2005). Kanta- ja kotelosienillä LAO:n biologinen rooli liittyy todennäköisesti
typpiaineenvaihduntaan (Nuutinen & Timonen 2008). Nuutinen & Timonen (2008) havaitsivat, että
Hebeloma-suvun sienellä oli LAO-aktiivisuus kaikilla testatuilla typenlähteillä (L-glutamaatti,
naudan seerumista eristetty albumiini (BSA), ammoniumsulfaatti ja natriumnitraatti). Hebeloma-
suvun sienikannalla LAO-aktiivisuus oli suurin 18 ja 30 päivän ikäisissä viljelmissä, mikä viittaa
siihen, että kasvavassa rihmastossa entsyymi osallistuu aminohappojen katabolisiin reaktioihin. A.
nidulans -sienellä LAO indusoituu kun typestä on pula ja entsyymi osallistuu useiden L-
aminohappojen (leusiini, lysiini, metioniini ja kysteiini) mineralisaatioon (Davis ym. 2005).
Tympöset ja lohisienet muodostavat ektomykorritssymbioosia metsäpuiden kanssa. On esitetty, että
mykorritsasienillä LAO saattaa olla yksi aminohappojen mineralisaatiomekanismeista (Nuutinen &
Timonen 2008).
1.3.3 L-aminohappo-oksidaasi molekyylibiologisella tasolla
LAO-geeni on kuvattu mm. Neurospora crassa ja Aspergillus nidulans -sienistä, ihmisestä, hiirestä
ja eräistä käärmeistä (Niedermann & Lerch 1990, Davis ym. 2005, Chavan ym. 2002, Chu & Paul
1997, Raibekas & Massey 1998). LAO-aktiivisuus taas tiedetään useista organismeista, joista
geenisekvenssiä ei ole vielä toistaiseksi kuvattu. Esimerkiksi eräistä tympösten suvun sienistä,
19
Aspergillus niger -sieneltä ja Penicillium-suvusta sekä Cellulomonas cellulans -bakteerilta on
osoitettu LAO-aktiivisuus (Nuutinen & Timonen 2008, Knight 1948, Braun ym. 1992).
Eri organismien LAO-entsyymien aminohapposekvenssit ovat vain vähän konservoituneita
(Nuutinen 2009, suullinen tiedonanto). Kotelosieniin kuuluvien Neurospora crassa ja Aspergillus
nidulans -sienten LAO:jen aminohapposekvenssit ovat 52 % samankaltaisia (Davis ym. 2005).
Floridankalkkarokäärmeen (Crotalus adamanteus)  myrkystä  eristetty  LAO  on  37  %  identtinen
hiiren LAO-entsyymille (Raibekas & Massey 1998).
Määritetyillä sienillä ja hiirellä LAO-geenit ovat pidempiä kuin esimerkiksi ihmisellä ja
floridankalkkarokäärmeellä. Neurospora crassa -sienellä LAO-geeni koodaa proteiinia, joka on 695
aminohappoa ja Aspergillus nidulans -sienellä 630 aminohappoa (Niedermann & Lerch 1990, Davis
ym. 2005). Hiirestä eristetyn LAO:n pituus on myös 685 aminohappoa (Chu & Paul 1997, Uniprot).
Floridankalkkarokäärmeen LAO on 516 aminohappoa ja ihmisestä eristetty LAO 568 aminohappoa
(Raibekas & Massey 1998, Chavan ym. 2002).
Proteiinien rakenteissa on alueita (motiivit), joilla ilmenee vain vähän vaihtelevuutta (Vallon 2000).
Tällaiset alueet ovat yleensä vuorovaikutuksessa kofaktorin, substraatin tai muiden proteiinien
kanssa. LAO-entsyymeille on tunnusomaista konservoituneet dinukleotidia sitova GxGxxG alue ja
GG-motiivi. GG-motiivi sijoittuu muutaman aminohapon päähän alavirtaan ensimmäisestä
dinukleotidia sitovasta alueesta (Vallon 2000).
1.4 Maisterin tutkielman tavoitteet ja tutkimushypoteesit
Maisterin tutkielman tavoitteena oli eristää hiekkatympösen LAO-geeni (LAO1). Hiekkatympösen
LAO-entsyymistä oli jo valmiiksi eristetty aminohappojaksoja (Nuutinen 2008 suullinen ja
kirjallinen tiedonanto). Aminohappojaksoille tehtiin tietokantahaku samankaltaisten sekvenssien
löytämiseksi. Tietokantahausta saatujen sekvenssien perusteella laadittiin alukkeet hiekkatympösen
LAO-geenin 5´ ja 3´ päiden monistamiseksi. Työn tavoitteena oli sekvensoida hiekkatympösen
LAO-geenin cDNA ja genominen DNA, joiden perusteella voitaisiin määrittää LAO-geenin
rakenteet. Lisäksi työssä oli tarkoitus selvittää jo valmiiksi kloonatun hiekkatympösen toisen LAO-
homologin (LAO2) cDNA-sekvenssi. Geenisekvenssien perusteella voidaan selvittää
samankaltaisten sekvenssien sukulaisuussuhteita evolutiivisella analyysillä. Toistaiseksi
kantasienten LAO-geenien sekvenssejä ei tunneta, joten tutkimus tuo uutta tietoa kantasienten
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aminohappoaineenvaihdunnan mekanismeista molekyylitasolla. Maisterin tutkielmassa asetettiin
seuraavat hypoteesit:
1. Hiekkatympösellä on LAO-entsyymi
2. Hiekkatympösen LAO-geeni muistuttaa muiden organismien LAO-geenejä
3. Hiekkatympösellä on enemmän kuin yksi LAO-homologi
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2. Materiaalit ja menetelmät
2.1 Sienikannat
Työssä käytettiin hiekkatympösen (Hebeloma cylindrosporum Romagnesi  h7)  -sienikantaa.  Se  on
monokaryoottinen sienikanta eli sillä on yksinkertainen kromosomisto. Hiekkatympösen h7-
sienikanta on peräisin dikaryoottisesta HC1-sienikannasta, joka eristettiin vuonna 1970 lounais-
Ranskasta (Gay ym. 1993; Debaud & Gay, 1987).
2.2 Sieniuutteiden valmistaminen
Sieniuutteiden valmistamiseksi hiekkatympöstä kasvatettiin 20 vuorokautta sellofaanipäälysteisellä
modifioidulla H/A (Hagem) -kasvualustalla (0,5 g KH2PO4, 0,5 g NH4Cl, 0,5 g MgSO4, 0,5 ml 1 %
FeCl3 -liuos, 0,63 g glukoosi, 5,0 g mallasuute, 12 g agar, 100 µg tiamiini ja 1 l milliQ-vesi, pH 5).
Uutteet valmistettiin 6,27 g:sta sienirihmastoa. Sienirihmiasto murskattiin aluksi 3 ml:aan
uuttopuskuria (100 mM Tris-HCl, 8,7 % glyseroli, 2,5 % polyvinyylipyrrolidiini, 0,45 % Triton X-
100, 5 mM MgCl2,  1  mM  Na2-etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), 0,11 mM
fenyylimetyylisulfonyylifluoridi (PMSF), 5 % Polyclar AT, 0,5 % protease inhibition coctail, 1 mM
dithiothreitol (DTT)), minkä jälkeen rihmaston homogenisointia jatkettiin ja puskuria lisättiin
pienissä erissä lopullisen uuttosuhteen ollessa n. 1:5 (rihmasto:uuttopuskuri). Uutetta sentrifugoitiin
8000 x g 4 ?C:ssa 8 minuutin ajan. Nestefraktio otettiin talteen ja pelletti suspensoitiin 2 ml:aan
uuttopuskuria ja sentrifugoitiin kuten edellä. Hiekkatympösen sieniuutteet yhdistettiin yhdeksi
fraktioksi, siten että sieniuutteen lopullinen tilavuus oli 31 ml.
2.3 SDS-PAGE ja LAO-aktiivisuusmääritys
Hiekkatympösen sieniuutteelle tehtiin SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) -ajo mahdollisen LAO-aktiivisuuden määrittämiseksi. Geelielektroforeesi tehtiin 4
% erotusgeelillä ja 7 % konsentrointigeelillä (Laemmli 1970). Geeliin pipetoitiin 6 µl
hiekkatympösen sieniuutetta ja 2 µl Laemmlin näytepuskuria (Bio-Rad). Geelielektroforeesissä
käytettiin Hoefer scientific instruments PS 500XT DC power supply -laitetta. Geeliä ajettiin 4
ºC:ssa 1 x elektrodipuskurissa (+ 0,1 % SDS, pH 8,8) 120 V:n jännitteellä n. 15 minuutin ajan,
minkä jälkeen geeliajoa jatkettiin 200 V:n jännitteellä n. 50 minuuttia.
SDS-PAGE -geelielektroforeesin jälkeen geelille tehtiin LAO-aktiivisuusmääritys. Geeliä pestiin 3
x 7 minuutin ajan n. 100 ml:ssa 100 mM Tris-HCL -liuosta, jonka pH oli 8. Reaktioseokseen
käytettiin 30 ml L-leusiiniaminohappoliuosta (10 mM leusiini, 100 mM Tris, 0,05 % Triton X-100,
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0,2 mg/ml O-dianisidiinia ja 11 µg/ml piparjuuriperoksidaasia, pH 8). Negatiivisen kontrollin
reaktioseoksessa käytettiin L-leusiiniaminohappoliuoksen sijaan D-aminohappoliuosta. Geeliä
inkuboitiin reaktioseoksessa 30 minuutin ajan huoneenlämmössä tasoravistelussa, minkä jälkeen
geeli pestiin 5 kertaa MilliQ-vedellä ja dokumentoitiin Duoscan T1200 -skannerilla.
2.4 Aminohappojaksojen tietokantahaut
Hiekkatympösen LAO-entsyymistä oli jo valmiiksi määritetty aminohappojaksoja.
Aminohappojaksojen määritystä varten sienen LAO-entsyymi oli eristetty 2D-elektroforeesilla.
Entsyymi pilkottiin trypsiinillä peptideiksi, jotka eroteltiin tandem-massaspektrofotometrisesti
(MALDI-TOF/TOF; Hy Biolääketieteen laitos). Peptidien aminohappojärjestykset pääteltiin niiden
massojen ja hajoamisspektrien perusteella (Nuutinen 2008, suullinen tiedonanto).
Hiekkatympösen LAO1-entsyymin aminohappojaksoille (Taulukko 1) tehtiin tietokantahaku
NCBI:n (National Center for Biotechnology Information) palvelimen BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) -ohjelmalla (Altsuchul ym. 1990). Tietokantahaun tarkoituksena oli löytää
aminohappojaksoille samankaltaisia sekvenssejä, joiden perusteella pystyttäisiin suunnittelemaan
alukkeet LAO-geenin monistamista varten.
Tietokantahaku tehtiin TBLASTn-algoritmilla. TBLASTn-algoritmi lukee aminohapposekvenssin
ja muuttaa nukleotidisekvenssitietokannan sisältämät sekvenssit kuudessa lukukehyksessä
proteiiniksi, minkä jälkeen hakusekvenssiä verrataan käännöksiin (Mattila ym. 2006). BLAST-
haussa tietokantana käytettiin nukleotidikokoelmaa (nr/nt) ja EST-sekvenssejä (non-human, non-
mouse EST) sekä PAM30-pisteytysmatriisia (Percent Accepted Mutation). PAM30-matriisi
perustuu aminohappojen muutostodennäköisyyksiin ja matriisisarjan tunnusnumero viittaa
oletettujen mutaatioiden prosenttiosuuteen (Mattila ym. 2006). Sanapituuden (word size) arvo oli 2
jokaisessa haussa. Tietokantahausta saadut sekvenssit linjattiin pareittain sekä yhdessä ClustalW2-
ohjelmalla annetuilla parametreillä (Larkin ym. 2007, European Bioinformatics Institute).
Linjauksissa käytettiin ohjelmien valmiiksi antamia parametrejä.
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Taulukko 1. Aminohappojaksoja LAO-entsyymistä
Peptidi Aminohappojakso
1 LLEEWDWASTR
2 VAIIGAGVAGLR
3 VTAVTEEFSLIPNRR
4 FPDNVANKPTFDLFR
5 MLLNLVNPPSYNHR
(Nuutinen 2008, suullinen tiedonanto)
2.5 Alukkeiden suunnittelu
Kaikki työssä käytetyt alukkeet (Taulukko 2) suunniteltiin Primer3-web v.0.4.0 (Rozen ja Skaletsky
2000) ja Invitrogenin OligoPerfect™ Designer (http://tools.invitrogen.com/) -ohjelmilla. Alukkeet
suunniteltiin joko tietokantahauista tai sekvensointireaktioista saatujen tulosten perusteella
(Taulukko 2). Alukkeet pyrittiin suunnittelemaan ja valitsemaan siten, että niiden pituus olisi 20-30
emästä, GC-pitoisuus 40-60 % ja alukkeiden päissä olisi 1-2 emäksen GC-alue. Osa työssä
käytetyistä alukkeista on nimetty työn suorittamisen jälkeen siten, että numero viittaa niiden
sijoittumiseen tutkitussa geenissä ja kirjain (f/r) kuvaa alukkeen suuntaa (Kuva 5). PCR-reaktioita
varten suunniteltiin 157f ja 508r -alukkeet, joita käytettiin positiivisena kontrollina. Muista
alukkeista käytettiin menetelmäohjeissa annettuja nimityksiä (GSP ja nested -alukkeet).
Kuva  5. Työssä käytettyjen PCR-alukkeiden sijoittuminen hiekkatympösen LAO-geenissä ja geenin
yläpuolisella alueella. Kuvassa nuolen sisässä oleva numero viittaa alukkeen sijaintiin geenissä ja kirjain (f/r)
sekä nuoli kuvaavat alukkeen suuntaa (f forward; r reverse). Harmaat nuolet kuvaavat PCR-reaktioissa ja
sekvensoinnissa käytettyjä alukkeita ja valkoiset nuolet kuvaavat geenin yläpuolisen alueen
sekvensointialukkeiden sijaintia.
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Taulukko 2. Työssä käytetyt alukkeet.
Alukkeen nimi Alukkeen emäsjärjestys5´ -> 3´
Sekvenssi, jonka perusteella
suunniteltu
3´ cDS AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)32VN
SmartII A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
Universaali alukeseos pitkä CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
Universaali alukeseos lyhyt CTAATACGACTCACTATAGGGC
Sisäinen universaali aluke AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
Clontech 2001 1)
508r ATCGTCCTTCCCATAGACGAAAGG
157f ACGTTCTCTTGGAGCGACCTAGATG
Hiekkatympönen CK993122
Hiekkatympönen CK992538
(Lambilliotte ym. 2004)
5´ geenispesifinen aluke
(5´ GSP) CCGACCTCGTAGTAGTCGTGTTTCC
5´ sisäinen aluke (5´ nested) GCATCTAGGTCGCTCCAAGAGAAC
Hiekkatympönen CK993122
(Lambilliotte ym. 2004)
3´ geenispesifinen aluke
(3´ GSP) GACCGTCACATTTGCTGTCTTTC
3´ sisäinen aluke (3´ nested) GAGGCGATTCGAGCTCTCACCTAC
Hiekkatympönen CK993066
(Lambilliotte ym. 2004)
2147r CTGAATTTAGCATCCTTCGTTGTCC
3´ RACE-PCR -tuote
Hiekkatympönen CK995290
(Lambilliotte ym. 2004 )
1604r GCCACAGTGTTGTGGATGAG Hiekkatympösen genomisen DNA:nPCR-tuote, 3´ RACE-PCR –tuote
-2000f CGTAGCGTTCAGATGTTTCATTG Hiekkatympönen CK993397(Lambilliotte ym. 2004 )
cDNAf GACGACGACAAGATGTCCGATACCGCTGACCCT
cDNAr GAGGAGAAGCCCGGTTAAGCCTCCTCGACCAAACC
pET46 vektori 2) ja Hiekkatympönen
LAO-geenin PCR-tuotteet 3)
-2r GCAAATGCAGAAATGTGACGATAAG
-908r GCAGACCCAGGTATTATGTTTTCG
Hiekkatympösen genomisen DNA:n
PCR-tuotteet
-1492f CGACACTAAAATGGGATCTTGAG Hiekkatympösen genomisen DNA:nPCR-tuote
pFL61r CTATTATTTTAGCGTAAAGGATGG
pFL61f CTCTTTTTTACAGATCATCAAGG
Lambilliotte ym. 2004
pFL61f2 GAACTATCAGCCAGGTGTTATGC
pFL61f3 GGTCGGTCACGTATAGGTAGTTG
pFL61r2 ACTGGTTGGAAACGTTCGAC
PCR-tuotteiden sekvenssit
1) tummennetussa osassa näkyy cDNA:n synteesissä ja RACE-reaktiossa käytettyjen alukkeiden yhtäläiset sekvenssit
2) sekvenssin vaalea osa
3) sekvenssin tummennettu osa
2.6 RNA:n eristys
RNA:n eristystä varten hiekkatympöstä kasvatettiin huoneenlämmössä 27 vuorokautta
sellofaanipäälysteisellä H/A-kasvualustalla. RNA:n eristys tehtiin Tri-reagenssilla (Sigma)
valmistajan ohjeen mukaisesti. Sienirihmasto (n. 40 cm2 alalta) kaavittiin sellofaanilta ja
homogenisoitiin nestetypessä. Murske sekoitettiin 500 µl:aan Tri-reagent -liuosta ja sentrifugoitiin
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13800 x g 10 minuuttia 4 ?C:ssa Eppendorf centrifuge 5415C -laitteella. Uute otettiin talteen, minkä
jälkeen proteiinien denaturoitumiseksi lisättiin 100 µl kloroformia ja sentrifugoitiin 13800 x g 5
minuuttia. Kloroformikäsittely toistettiin. Nukleiinihappojen saostamiseksi uutteeseen lisättiin 250
µl isopropanolia ja seosta pidettiin huoneenlämmössä 5 minuuttia, minkä jälkeen sentrifugoitiin
13800 x g 10 minuuttia 4 ?C:ssa. Pelletti pestiin 75 % etanolilla, vakuumikuivattiin ja liuoitettiin 50
µl:aan nukleaasivapaata vettä (Promega). RNA:n pitoisuuden ja puhtauden määrittämiseksi
näytteiden absorbanssit mitattiin 260 ja 280 nm aallonpituuksilla Nanodrop ND-1000 -laitteella.
Mittauksessa käytettiin 1 µl näytettä.
RNA-näytteisiin lisättiin 2 µl DNaasi RQ1 -entsyymiä (1 U/µl, Promega) ja inkuboitiin 2 h 37
?C:ssa. Inkuboinnin jälkeen näytteisiin lisättiin 150 µl nukleaasivapaata vettä ja 200 µl kloroformia.
Näytettä sentrifugoitiin 13800 x g 5 minuuttia. RNA:n saostamiseksi uutteeseen lisättiin 200 µl
isopropanolia ja sentrifugoitiin 13800 x g 30 minuuttia. Pelletti pestiin 70 % etanolilla,
vakuumikuivattiin ja liuotettiin 50 µl:aan nukleaasivapaata vettä. Näytteiden absorbanssit mitattiin,
kuten edellä on esitetty.
2.7 Komplementaarisen DNA:n valmistaminen ja sen päiden monistaminen
Hiekkatympösen LAO-geenin cDNA:n (komplementaarinen DNA) synteesi ja sen 3´ ja 5´ päiden
monistaminen tehtiin pääasiassa Smart Race cDNA amplification Kit -ohjeen mukaan (Clontech
2001). Eristetystä RNA:sta valmistettiin cDNA:ta SMART-menetelmällä (Switching mechanism at
5´ end of RNA transcript), jolloin syntetisoitua cDNA:ta voidaan käyttää suoraan RACE-PCR -
reaktiossa (Rapid amplification of cDNA ends) (Clontech 2001).
SMART-menetelmässä käytetään kahta osittain toisilleen samanlaisia 3´ cDs ja SmartII A -aluketta
(Taulukko  2,  Kuva  6).  3´  cDs  -aluke  kiinnittyy  templaattina  olevan  mRNA:n  poly-A  -häntään  ja
toimii siten alukkeena käänteiskopioijaentsyymille. Käänteiskopioijaentsyymillä ilmenee terminaali
transferaasiaktiivisuus, minkä seurauksena ensimmäisen cDNA-juosteen synteesin jälkeen se lisää
pääasiassa 3-5 sytosiinia (C) cDNA:n 3´ päähän. SmartII A -alukkeen 3´ päässä on kolmen
guaniinin (GGG) -sekvenssi, jonka avulla se kiinnittyy ensimmäisen cDNA-juosteen CCC-
sekvenssiin. Kiinnittymisreaktion seurauksena tapahtuu templaatin vaihto, jolloin SmartII aluke
toimii templaattina käänteiskopioijaentsyymille. SMART-menetelmässä cDNA juosteeseen 3´ ja 5´
päihin saadaan 3´ cDs ja SmartII A -alukkeiden sekvenssit, jotka mahdollistavat RACE-PCR -
reaktiot (Clontech 2001).
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LAO-geenin cDNA:n valmistamisessa käytettiin 3 µl eristettyä RNA:ta (359,0 ng/µl), 2 µl 3´ cDS -
aluketta, 2 µl SmartII A -aluketta (alukkeet 10 µM, Oligomer) ja 9 µl nukleaasivapaata vettä.
Reaktioseosta inkuboitiin 2 minuuttia 72 ?C:ssa mRNA:n suoristumiseksi, minkä jälkeen
reaktioseos jäähdytettiin 0 ?C:een. Reaktioseokseen lisättiin 1 µl dNTP-seosta (10 mM, Fermentas),
2 µl 10 x M-MuLV -reaktiopuskuria (Finnzymes) ja 1 µl M-MuLV RNaasi h-
käänteiskopioentsyymiä (200 U µl, Finnzymes). Reaktioseosta inkuboitiin 42 ?C:ssa 1½ tunnin
ajan, minkä jälkeen lämpötila nostettiin 72 ?C:seen 7 minuutin ajaksi. Lopuksi reaktio jäähdytettiin
4 ?C:seen.
Kuva 6. cDNA:n synteesi ja RACE-PCR. 1) 3´ cDS -aluke kiinnittyy mRNA:n poly-A -häntään. 2)
Ensimmäisen cDNA-juosteen synteesin jälkeen käänteiskopioijaentsyymi lisää CCC-sekvenssin cDNA-
juosteen päähän. 3) SmartII A -aluke kiinnittyy GGG-sekvenssin avulla cDNA:n CCC-sekvenssiin. 4)
SmartII A -aluke toimii templaattina käänteiskopioentsyymille, jolloin cDNA:n päähän saadaan SmartII A -
alukkeelle komplementaarinen sekvenssi. 5) 5´ RACE-PCR -reaktiossa universaali alukesos kiinnittyy
komplementaariseen SmartII A -alukkeen sekvenssiin ja 3´ RACE-PCR -reaktiossa 3´ GSP -aluke kiinnittyy
cDNA:han. 6) PCR-reaktion ensimmäisen syklin jälkeen 5´ RACE -reaktiossa 5´ GSP -aluke kiinnittyy
syntetisoituun juosteeseen ja 3´ RACE -reaktiossa universaali aluke kiinnittyy sille komplementaariseen 3´
cDS -alukkeen sekvenssiin. 7) RACE-reaktioiden kaksijuosteiset PCR-tuotteet. (Clontech 2001, kuvaa
muokattu)
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RACE-PCR  -reaktiossa  on  tarkoitus  monistaa  cDNA:n  3´  ja  5´  päiden  sekvenssit.  RACE-
reaktioiden edellytyksenä on tuntea osa monistettavan geenin nukleotidisekvenssistä
geenispesifisten alukkeiden suunnittelua varten. Geenispesifisten alukkeiden lisäksi RACE-
reaktiossa käytetään universaalia alukeseosta, joka sisältää yhtäläisen sekvenssin cDNA:n
synteesissä käytetyille 3´ cDs ja SmartII A -alukkeille (Taulukko 2).
Peptidisekvenssien tietokantahausta saatujen hiekkatympösen EST-sekvenssien perusteella
laadittiin RACE-PCR -reaktioiden geenispesifiset alukkeet (Taulukko 2, Kuva 5). RACE-
reaktioihin tarvittiin 3´ ja 5´ GSP -alukkeet (3´ ja 5´ geenispesifiset alukkeet) sekä 3´ ja 5´ nested -
alukkeet (geenispesifisille alukkeille sisäiset alukkeet). Alukkeiden suunnittelussa RACE-reaktiossa
käytettävien universaalin alukkeen (Taulukko 2) sekvenssi liitettiin EST-sekvensseihin, jotta
suunnitellut alukkeet eivät pariutuisi universaalien alukkeiden kanssa.
RACE-PCR -reaktioissa tehtiin omat PCR-reaktiot geenin alku- ja loppupäästä. Lisäksi RACE-
reaktioissa tehtiin kaksi toisiaan seuraavia PCR-reaktiota (Taulukko 3 ja 4), joista ensimmäisessä
käytettiin GSP-alukkeita ja universaalia alukeseosta (UPM) ja seuraavassa nested-alukkeita ja
universaalille alukeseokselle sisäistä aluketta (NUP). Ensimmäisissä RACE-PCR -reaktioissa
templaattina käytettiin cDNA:ta. Toisessa reaktiossa käytettiin templaattina ensimmäisen PCR-
reaktion reaktiotuotetta, jota oli laimennettu 1:50 trisiini-EDTA-puskuriin (10 mM Trisiini, 1 mM
EDTA). Työn jokaisessa PCR-reaktiossa tehtiin positiivinen ja negatiivinen templaattikontrolli 157f
ja 508r alukepareilla. Kaikki PCR-reaktiot tehtiin Eppendorf mastercycler -laitteella.
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Taulukko 3. PCR-reaktioseosten koostumus mikrolitroina.
PCR-reaktiot
Komponentti ja
valmistaja 5´ ja 3´ RACE GSP3 5´ ja 3´ RACE nested
gDNA 1, 2 ja 3 sekä
LAO1 cDNA
kloonaus
Pesäke-PCR
5 x phusion HF-
puskuri, Finnzymes
10,5 10,5 10,5 5 1)
10 mM dNTP,
Fermentas
1 1 1 1
Phusion-polymeraasi,
Finnzymes (2 U/µl)
0,5 0,5 0,5 1 2)
Aluke 1, Oligomer
(10 µM)
5 (UPM)4 1 (NUP)5 1 1 (cDNAf)
Aluke 2, Oligomer
 (10 µM)
1 (GSP) 1 (nested) 1 1 (cDNAr)
PCR-vesi
(autoklavoitu Milli-
Q-vesi)
32 32 35 40
Templaatti 0,5 5 1 1
Yhteensä (µl) 50,5 51 50 50
1) Dynazyme-reaktiopuskuri (MgCl2 1,5 mM)
2) Dynazyme II polymeraasi (2 U/?l, Finnzymes)
3) Geenispesifinen aluke
4) Universaali alukeseos
5) Universaalille alukeseokselle sisäkkäinen aluke
Taulukko 4. PCR-reaktioiden olosuhteet.
PCR-reaktiot
5´ ja 3´ RACE gDNA 1 ja 2 gDNA 3
LAO 1 cDNA
kloonaus
Pesäke-PCR
Reaktiovaihe
?C Aika Syklit ?C Aika Syklit ?C Aika Syklit ?C Aika Syklit ?C Aika Syklit
1.
denaturoituminen
94 30 s 1 94 30 s 1 94 30 s 1 94 30 s 1 94 60 s 1
2.
denaturoituminen
98 10 s 98 10 s 98 10 s 98 10 s 94 20 s
Kiinnittyminen 64 30 s 60 30 s 59 30 s 73 30 s 69 30 s
Pidennys 72 10 s
45
72 65 s
45
72 90 s
40
72 75 s
40
72 75 s
35
Loppupidennys 72
10
min
1 72
10
min
1 72
10
min
1 72
10
min
1 72
10
min
1
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2.8 Agaroosigeelielektroforeesi ja PCR-tuotteiden sekvensointi
Kaikkia työssä saatuja PCR-reaktiotuotteita tarkasteltiin agaroosigeelielektroforeesilla. Geeliajoissa
käytettiin 1 % agaroosigeeliä, joka oli valmistettu 1 x TAE-puskuriin (40 mM Tris, 20 mM
etikkahappo, 1 mM EDTA, pH 8,0). Geeliin lisättiin etidiumbromidia (0,1 µg/ml) DNA-juosteiden
havainnollistamiseksi UV-valossa. Geeliä ajettiin 120 V:n jännitteellä n. 30 minuutin ajan 1 x TAE-
puskurissa. Geelielektroforeesissa käytettiin Amersham Bioscience electrophoresis power supply
EPS 301 -laitetta. Kokostandardina käytettiin 1 kb DNA -molekyylistandardia (Invitrogen) ja 1 x
latauspuskuria (0,06 % orange G, 5 % glyseroli). Geeli kuvattiin UV-valossa Gel DocTM XR  -
geelinkuvantamislaitteella (BioRad) ja kuvaa tarkasteltiin Quantity One 4.5.2 -ohjelmalla.
PCR-tuotteet lähetettiin Haartman-Instituuttiin sekvensoitavaksi, jossa sekvensointireaktiot tehdään
Applied Biosystemsin Dye Terminator (v3.1) -kitillä ja ajetaan 3100 Kapillaari -laitteistolla
(Haartman-Instituutti, sekvensoinnin core-yksikkö). Sekvensointireaktiot tehtiin PCR-reaktioissa
käytetillä alukkeilla ja erikseen sekvensointiin suunnitelluilla alukkeilla (Kuva 5, Taulukko 2).
2.9 DNA:n eristys
DNA:n eristys tehtiin pääasiassa Heinonsalo ym. (2001) esittämän menetelmän mukaan.
Sellofaanipäälysteiseltä H/A-maljalta kaavittiin 44 vuorokauden ikäistä hiekkatympösen kasvustoa
(n.  40  cm2 alalta) eppendorfputkiin, joihin oli lisätty n. ½ teelusikallista happopestyjä,
autoklavoituja lasihelmiä (? 106 µm, Sigma). Rihmastoon lisättiin 50 µl 2 % CTAB-puskuria (100
mM  Tris-HCl  (Sigma;  Riedel  de  Haën)  pH  8,  1,4  M  NaCl  (Riedel  de  Haën),  20  mM  EDTA
(etyleenidinitrilotetraetikkahappo; Sigma), 2 % CTAB (setyylitrimetyyliammoniumbromidi;
Sigma), 0,2 % merkaptoetanoli (Sigma)) ja rihmasto murskattiin autoklavoidulla survimella. Putkiin
lisättiin 550 µl 2 % CTAB-puskuria ja suspensiota inkuboitiin 65 ?C:n vesihauteessa tunnin ajan,
minkä jälkeen näytettä sentrifugoitiin 15700 x g 5 minuuttia Eppendorf centrifuge 5415D -laitteella.
Supernatanttiin lisättiin 600 µl kloroformia ja sentrifugoitiin 15700 x g 15 minuuttia. Yläfaasi
pipetoitiin uuteen putkeen ja DNA:n saostamiseksi lisättiin 750 µl jääkylmää isopropanolia.
Näytteitä inkuboitiin -20 ?C:ssa tunnin ajan, minkä jälkeen ne sentrifugoitiin 15700 x g 30
minuuttia. Saostunut DNA pestiin 200 µl 70 % etanolia ja sentrifugoitiin 4500 x g 5 minuuttia.
Pelletti vakuumikuivattiin ja lopuksi DNA liuoitettiin 50 µl:aan steriiliä milliQ-vettä.
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2.10 Hiekkatympösen genomisen DNA:n (gDNA 1, 2 ja 3) monistaminen
Hiekkatympösen LAO-geenin genominen DNA ja osa sen 5´ yläpuolisesta alueesta monistettiin
kolmessa eri PCR-reaktioissa (Taulukko 3 ja 4). Reaktio-olosuhteet suunniteltiin Phusion-
polymeraasin valmistaja suositusten mukaan (Finnzymes). PCR-reaktioissa käytetyn templaatti-
DNA:n pitoisuus oli 240 ng/µl. Genomisen DNA:n monistamista varten suunniteltiin 2147r ja
1604r alukkeet (Taulukko 2). LAO-geenin genomisen DNA:n ensimmäisessä (gDNA 1) PCR-
reaktiossa käytettiin 2147r-aluketta ja 157f-aluketta. Toisessa PCR-reaktiossa (gDNA 2) 2147r-
aluke korvattiin 1604r-alukkeella.
LAO-geenin genomisen DNA:n 5´ pään ja geenin yläpuolisen alueen PCR-reaktioita (gDNA3)
(Taulukko 3 ja 4) varten kangaslohisienen genomista (Joint genome institute) katsottiin oletetusta
LAO-geenistä seuraava geeni ylävirtaan (Martin ym. 2008). Geenisekvenssille tehtiin
tietokantahaku NCBI:n palvelimen BLASTn-ohjelmalla (Altsuchul ym. 1990) ja tietokantahausta
saadun hiekkatympösen EST-sekvenssin (CK993397) perusteella suunniteltiin etummainen aluke (-
2000f) hiekkatympösen LAO-geenin 5´ pään ja geenin yläpuolisen alueen monistamiseksi. PCR-
reaktioissa käytettiin kolmea erilaista käänteistä aluketta (5´ GSP, 5´ nested ja 508r).
2.11 LAO-geenin ligaatiosta riippumaton kloonaus
LAO-geeniä koodaava cDNA kloonattiin ligaatiosta riippumattomalla menetelmällä (Novagen
2008). Ligaatiosta riippumaton kloonaus perustuu siihen, että PCR-tuotteen 5´ päihin luodaan PCR-
reaktiossa vektorille komplementaariset päät. Menetelmässä hyödynnetään T4 polymeraasin
eksonukleaasiaktiivisuutta. T4 polymeraasi poistaa kaksoisjuosteisen DNA:n molemmista 3´ päistä
14 nukleotidia (tymiini, sytosiini ja guaniini), kunnes päädytään adeniini-nukleotidiin, jota on
reaktioseoksessa. Reaktiossa kaksijuosteisen DNA:n 5´ päihin muodostuu yksijuosteiset päät, jotka
ovat komplementaarisia vektorin kanssa.
LAO-geenin cDNA:n PCR-reaktiossa (Taulukot 3 ja 4) käytettiin cDNAf ja cDNAr -alukkeita
(Taulukko 2, Kuva 4). Alukkeissa on geenispesifinen osa, joka sijoittuu aivan geenin 5´ ja 3´
päähän sekä vektorille komplementaarinen osa. Alukkeiden geenispesifinen osa laadittiin LAO-
geenin sekvenoinnista saatujen tulosten pohjalta. Etenevä aluke (cDNAf) laadittiin siten, että
alukkeen 5´ pään muodosti 12 emäksen sekvenssi, joka oli vektorille komplementaarinen (Novy
ym. 1996). Sekvenssin perään liitettiin geenispesifinen sekvenssi, joka koostui 21 nukleotidista
aloituskodonista (ATG) lähtien. Käänteinen aluke (cDNAr) laadittiin kuten etenevä aluke, paitsi
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cDNAr-alukkeeseen sisältyi 20 nukleotidia koodaavalta alueelta geenin 3´ pään lopetuskodonista
(TAA) lähtien (Taulukko 2).
PCR-reaktio tehtiin (Taulukot 3 ja 4) ja reaktion onnistuminen tarkistettiin geelielektroforeesilla,
kuten kohdassa 2.7 on esitetty. PCR-tuote puhdistettiin DNA puhdistus kitillä K0535 valmistajan
ohjeen mukaisesti (Fermentas). Puhdistetun PCR-tuotteen pitoisuus määritettiin
geelielektroforeesilla.
LAO-geenin kloonauksessa PCR-reaktiota seuranneet vaiheet tehtiin Ek/LIC Cloning kitin ohjeen
mukaan (Novagen 2008). T4-eksonukleaasi -reaktioon tarvittiin puhdistettua PCR-tuotetta 0,2
pmol. Reaktioon käytetty näytteen tilavuus määritettiin siten, että ensin PCR-tuotteen konsentraatio
arvioitiin geeliltä, minkä jälkeen laskettiin tarvittava näytemäärä (PCR-tuotteen emäsparien lkm x
650 pg/pmol). T4 DNA-polymeraasireaktiossa (20 µl) käytettiin 2 µl PCR-tuotetta, 2 µl 10 x T4
DNA puskuria, 2 µl 25 mM dATP-seosta, 1 µl 100 mM DTT, 12,5 µl nukleaasivapaata vettä ja 0,5
µl T4 DNA-polymeraasia (2,5 U/µl) (Novagen). Reaktioseosta inkuboitiin huoneenlämmössä 30
minuutin ajan, minkä jälkeen reaktio pysäytettiin 75 ?C:ssa 20 min lämpökäsittelyllä. T4
polymeraasireaktio tehtiin myös positiiviselle ja negatiiviselle kontrollille valmistaja ohjeen
mukaan (Novagen 2008). Positiivisena kontrollina käytettiin Ek/LIC ?-gal -inserttiä (3085 bp) ja
negatiivinen kontrolli tehtiin ilman PCR-tuotetta.
Vektorin ja PCR-tuotteen kiinnittymisreaktiossa (annealing) käytettiin 0,5 µl pET46 Ek/LIC
vektoria (50 ng/µl, Novagen) ja 1 µl T4-reaktioseosta. Reaktioseosta inkuboitiin 5 minuutin ajan 22
?C:ssa, minkä jälkeen lisättiin 0,5 µl 25 mM EDTA:ta ja inkuboitiin huoneenlämmössä 15 minuutin
ajan. Kiinnittymisreaktio tehtiin myös negatiiviselle ja positiiviselle kontrollille.
Plasmidin transformaatiossa käytettiin Esherichia coli NovaBlue GigaSingle kompetentteja soluja
(Novagen). 50 µl:aan kompetentteja soluja lisättiin 1 µl kiinnittymisreaktioseosta ja inkuboitiin 5
minuuttia jäillä. Reaktioseosta lämmitettiin 30 sekuntia 42 ?C:ssa, minkä jälkeen reaktioseos
jäähdytettiin jäähauteessa. Bakteerisolujen elvyttämiseksi reaktioseokseen lisättiin 250 µl SOC-
ravintoliuosta ja inkuboitiin 37 ?C:ssa ravistelussa (225 rpm) tunnin ajan. Inkuboinnin jälkeen eri
määrät (150, 75, 40 ja 20 µl) transformaatioseosta maljattiin LB-maljoille (2,5 g natriumkloridi, 2,5
g hiivauute, 7,5 g agar, 5 g tryptoni MilliQ- vettä 500 ml:aan), joiden ampisilliinipitoisuus oli 50
µg/ml. Transformaatio tehtiin myös positiiviselle ja negatiiviselle kontrollille. Lisäksi
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transformaatiotehokkuuden määrittämiseksi 50 µl kompetentteja soluja transformoitiin 1 µl (0,2 ng)
testiplasmidia.
2.12 Kloonauksen tarkistaminen pesäke-polymeraasiketjureaktiolla
Pesäke-PCR -reaktio (pesäke-polymeraasiketjureaktio) tehtiin Ek/LIC Cloning kitin -ohjeen
mukaan (Novagen 2008). PCR-reaktion tarkoituksena oli määrittää missä E. coli -kasvustossa oli
kokonainen eli n. 2000 emäsparin kokoinen LAO-geeni. Pesäke-PCR -reaktioon valittiin 30
pesäkettä, joista tehtiin puhdasviljelmät LB-ampisilliini -maljoille. Jokaiselta maljalta (30)
poimittiin yksi pesäke 50 µl:aan steriiliä vettä. Solut hajotettiin 99 ?C:ssa 5 minuutin ajan, minkä
jälkeen suspensiota sentrifugoitiin 15700 x g 1 min 30 s ajan Eppendorf centrifuge 5415D -
laitteella. Supernatantti otettiin talteen PCR-reaktiota varten. Pesäke-PCR -reaktio tehtiin (Taulukko
3 ja 4) ja PCR-reaktiotuotteita tarkasteltiin geelielektroforeesilla kuten kohdassa 2.7.
2.13 Plasmidin eristys
Pesäke-PCR -reaktiotulosten perusteella (n. 2000 emäsparin kokoinen PCR-tuote) LB-ampisilliini -
maljoilla kasvaneista E. coli -puhdasviljelmistä valittiin kolme pesäkettä plasmidien eristystä
varten. Pesäkkeet siirrostettiin 10 ml:aan LB-lientä, jonka ampisilliinipitoisuus oli 100 ?g/ml.
Viljelmiä kasvatettiin 37 ?C:ssa 225 rpm ravistelussa 16 h. Solut kerättiin sentrifugoimalla
huoneenlämmössä 2000 x g 10 min Eppendorf centrifuge 5810R -laitteella. Plasmidit eristettiin
bakteerisoluista plasmidineristyskitillä (GeneJET Plasmid Miniprep Kit) valmistajan ohjeen
mukaisesti (Fermentas).
Plasmidien eristyminen ja koko tarkastettiin geelielektroforeesilla 0,8 % agaroosigeelissä (Promega)
kuten kohdassa 2.7. Eristettyjen plasmidien kokojen (n. 2000 emäsparia) perusteella kaikki kolme
plasmidia lähetettiin Haartman-Instituuttiin sekvensoitavaksi.
2.14 Hiekkatympösen toisen LAO-homologin sekvenssin määritys
Työssä määritettiin hiekkatympösen toisen mahdollisen LAO-homologin (LAO2) cDNA:n
emäsjärjestys. Hiekkatympösen osittainen cDNA oli kloonattu pFL61 vektoriin ja transformoitu E.
coli -isäntään (klooni 046A08) (Lambilliotte ym. 2004). Osa kloonin sekvenssistä on EST-
kirjastossa tunnistenumerolla CK995276 (Lambilliotte ym. 2004). Plasmidin eristystä varten LB-
ampisilliinimaljoille (100 ?g/ml) siirrostettiin E. coli DH5alfa-pFL61-046A08 -bakteerikasvustoa
(glyseroliin säilötty, -80 °C). Bakteeriviljelmää inkuboitiin 37 ?C:ssa yön yli, minkä jälkeen
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siirrostettiin yksi pesäke 5 ml:aan LB-lientä, jonka ampisilliinipitoisuus oli 100 ?g/ml.
Bakteerisoluja kasvatettiin 220 rpm:n ravistelussa 37 ?C:ssa yön yli. Plasmidin eristys ja
sekvensointi tehtiin kuten kohdissa 2.8 ja 2.11 on kuvattu. Plasmidin sekvensointi tehtiin pFL61-
alukkeilla (Taulukko 2).
2.15 Sekvenssien kokoaminen ja analysointi
Sekvensointireaktioista saatuja nukleotidisekvenssejä tarkasteltiin Vector NT Contig express -
ohjelmalla (Invitrogen). Sekvenssien luotettavuutta arvioitiin kromatogrammien ja QV-arvojen
(quality value) perusteella. QV-arvot kuvaavat mahdollisen sekvensointivirheen todennäköisyyttä
(Ewing ym. 1998). Sekvenssit, joiden kromatogrammeissa oli päälekkäisiä huippuja, hylättiin
jatkoanalyyseistä.
Jatkoanalyyseihin valittujen ja tietokantahausta saatujen sekvenssien yhdenmukaisuutta tarkasteltiin
Align-X (Invitrogen) ja Bioeditin tarjoamilla rinnastusohjelmilla. Molemmissa käytetään ClustalW-
rinnastusohjelmaa (Thompson ym. 1994), joka käyttää pareittain etenevää monen sekvenssin
rinnastusalgoritmia (Mattila ym. 2006). Rinnastusohjelmassa tehdään kaikille sekvensseille
pareittaiset linjaukset, minkä jälkeen lasketaan etäisyysmatriisi. Etäisyysmatriisin avulla luodaan
sekvenssien samankaltaisuutta kuvaava puukaavio, jonka perusteella sekvenssit rinnastetaan siten,
että kerrallaan rinnastetaan kaksi samankaltaisinta sekvenssiä (Mattila ym. 2006).
Rinnakkaisten ja limittäisten sekvenssien yhdistäminen tehtiin Vector NT Contig express -
ohjelmalla. LAO1 ja LAO2 -geeenien cDNA:n sekä genomisen DNA:n PCR-reaktioiden 1, 2 ja 3
yhtenäiset sekvenssit tehtiin kaikki erikseen, minkä jälkeen kaikki genomisen DNA:n sekvenssit
yhdistettiin. Rinnakkaisten sekvenssien eroavaisuudet ratkaistiin QV-arvojen, yleisimmän emäksen
ja EST-sekvenssissä olevan emäksen perusteella.
LAO-geenien cDNA:n nukleotidisekvenssit käännettiin aminohapposekvenssiksi Transeq-
ohjelmalla (Rice ym. 2000; http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/). Työssä nukleotidi-
proteiini -rinnastukset tehtiin WISE2-ohjelmalla (http://www.ebi.ac.uk/Tools/Wise2/) valmiiksi
annetuilla parametreillä (Birney & Durbin 2004). Geenien introni-eksoni -rakenteet määritettiin
myös linjaamalla genomisen DNA:n emäsjärjestys ja cDNA/EST-sekvenssit. Hiekkatympösen ja
kangaslohisienen genomisen DNA:n sekvenssejä verrattiin pistekarttamenetelmällä, jossa
molemmissa sekvensseissä olevat samankaltaiset alueet muodostavat halkaisijan suuntaisen suoran.
34
Sekvenssejä verrattiin Dotmacher-ohjelmalla (Rice ym. 2000). Sanapituudelle (word size) ja raja-
arvolle (threshold) annettiin eri arvoja väliltä 1-230, jotta voitiin havaita missä kohtaa ja millä
parametreillä sekvenssien välillä ilmenee samankaltaisuutta. LAO1-geenin yläpuoliselta alueelta
määritettiin mahdolliset transkription säätelyyn osallistuvat tekijät TF-SEARCH -ohjelmalla v.1.3
(Akiyama 1995, Heinemeyer ym. 1998). Haku tehtiin kaikilla matriiseilla. LAO1-geenin
aminohapposekvenssille tehtiin tietokantahaku pFAM-tietokannassa proteiiniperheen
tunnistamiseksi ja sekvenssin toiminnan määrittämiseksi (Finn ym. 2008).
Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO-homologien aminohapposekvenssit linjattiin ja
sekvenssien prosentuaaliset identtisyydet ja samankaltaisuudet laskettiin linjauksen perusteella
(Bioedit). Samankaltaisuuksien laskemisessa käytettiin Blosum62 matriksia. Kangaslohisienen
LAO-homologit, LAO1, LAO2 ja LAO3 oli käsin muokattuja aminohapposekvenssejä (Nuutinen
14.05.2009 suullinen ja kirjallinen tiedonanto) ja kangaslohisienen LAO4-homologi (B0DZA7) oli
UniProtin tietokannasta.
2.16 Evolutiivinen analyysi
LAO-entsyymien sukulaisuussuhteita selvitettiin evolutiivisella analyysillä. Hiekkatympösen LAO1
ja LAO2 -homologien aminohapposekvensseille tehtiin tietokantahaku Uniprot (Universal protein
resource) tietokannasta (The uniprot consortium 2009). Saatujen tulosten perusteella valittiin kuusi
eliötä (Taulukko 5), joiden aminohapposekvensseille tehtiin uusi blast-haku. Yhteensä
tietokantahakuja tehtiin kahdeksan. Fylogeneettiseen puuhun valittiin jokaisesta kahdeksasta
tietokantahausta saadut aminohapposekvenssit, joiden E-arvo hakusekvenssille oli alle E-40.
Alustavasti sekvenssejä saatiin 183.
Taulukko 5. Eliöt, joiden ennustettujen proteiinisekvensseille tehtiin tietokantahaku.
Tunnistenumero Eliö Ennustettu proteiinin toiminto
Q8X0H3 Neurospora crassa
otaksuttu luonnehtimaton
proteiini
B4WLB7 Synechococcus sp. PCC7335 amiinioksidaasi
Q8VPD4 Rhodococcus opacus LAO
Q6IWZ0 Aplysia californica LAO
Q8YKW9 Anabaena sp. PCC7120 LAO
P81382 Agkistrodon rhodostoma LAO
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Eri tietokantahauista saadut samat sekvenssit poistettiin unique-seq.pl -ohjelmalla v.1.0, jossa
saadaan tiedosto, jossa jokainen sekvenssi esiintyy vain yhden kerran (Nuutinen 2008,
julkaisematon). Samojen sekvenssien karsimisen jälkeen sekvenssejä oli 107. Kuusi Uniprotin
tietokannasta löydetyistä kantasienten sekvensseistä korvattiin käsin muokatuilla sekvenssimalleilla
(Nuutinen 14.05.2009 suullinen ja kirjallinen tiedonanto). Lisäksi analyysiin saatiin kuusi
kantasienten sekvenssiä, joita ei ollut Uniprotin tietokannassa (Nuutinen 14.05.2009 suullinen ja
kirjallinen tiedonanto). Fylogeneettiseen analyysiin valittujen sekvenssien nimet muokattiin
renamefa.pl-ohjelmalla v. 1.4, joka muodostaa UniProt-tietueesta Fasta-otsikon, jossa on proteiinin
toiminto ja organismi (Nuutinen 2008, julkaisematon).
Sekvenssit linjattiin MAFFT (Multiple alignment using fast fourier transform, Katoh ym. 2002),
MUSCLE (Multiple sequence comparidon by log-expectation, Edgar 2004), Probcons (Probabilistic
consistency, Do ym. 2005) ja Dialign (Morgenstern, 2004) -ohjelmilla. Linjausten paremmuutta
tarkasteltiin Mumsa-ohjelmalla, jossa määritetään sekvenssien rinnastamisen vaikeutta kuvaava
pistemäärä ja jokaisen yksittäisen linjauksen laatua kuvaava pistemäärä (Lassmann & Sonnhammer
2005). Mumsa-ohjelmasta saatujen tulosten perusteella fylogeneettiseen analyysiin valittiin
Probcons-ohjelman linjaus. Linjauksesta määritettiin konservoituneet alueet web-logo -ohjelmalla
(Crooks ym. 2004).
Ennen puun tekoa linjauksesta poistettiin sekvenssit, joissa ei ollut aminohappo-oksidaaseille
tunnusomaista FAD-kofaktoria sitovaa aminohappojaksoa. Lisäksi linjauksesta poistettiin
sekvenssit, jotka erosivat huomattavasti pituudeltaan muihin sekvensseihin verrattuna. Linjauksen
alusta ja 120 aminohappoa ennen linjauksen loppua poistettiin 474 ja 250 aminohapon jaksot, koska
valtaosassa sekvensseistä (yli 95 %) oli aukkoja kyseisellä alueella.
Puu laskettiin RAxML-ohjelmalla v 7.0.4 (Randomized axcelerated maximum likelihood for high
performance computing), joka perustuu suurimman uskottavuuden menetelmään (Stamatakis ym
2008). Puun uudelleenjärjestelymenetelmien avulla pyritään löytämään paras puu (Tuimala 2005).
Alkuperäisestä puusta katkaistaan alapuu, joka asetetaan jokaiseen uudelleenjärjestämisalueella
olevaan haarakohtaan. Jokaiselle topologialle lasketaan uskottavuusarvoja, joiden perusteella
määräytyy suurimman uskottavuuden puu (Tuimala 2005).
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Parhaan puun löytämisen jälkeen arvioidaan sen luotettavuutta. Bootsrapping-menetelmässä
alkuperäisestä linjauksesta luodaan uudelleenotantamatriiseja eli uusia linjauksia, joista jokaisesta
muodostetaan yksi puu. Jokaisen uuden puun haaralle ilmoitetaan numeroarvo, joka kuvaa kuinka
usein kyseinen haara oli edustettuna bootsrap-otoksen puissa. Usein arvot 70-100 tukevat tietyn
ryhmän esiintymistä puussa (Tuimala 2005). Fylogeneettisen puun teossa luotiin 500 nopeaa
bootstrap-päätelmää (rapid bootstrap).
Analyyseissä käytettiin WAG-evoluutiomallilla, joka kuvaa millaisia muutoksia ja millä nopeudella
muutokset proteiinin aminohapposekvenssissä ovat tapahtuneet (Whelan & Goldman 2001).
Fylogeneettinen puu laskettiin CSC:n laskentaympäristössä. Sekvenssien nimet muunnettiin
takaisin pitkään muotoon tree-rename.pl -ohjelmalla v.1.0 (Nuutinen 2009, julkaisematon) ja puu
havainnollistettiin MEGA-ohjelmalla v. 4.1 (Kumar ym. 2008).
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3. Tulokset
3.1 Hiekkatympösen h7-sienikannalla on LAO-aktiivisuus
Hiekkatympösen (H. cylindrosporum h7-sienikanta) LAO-aktiivisuusmäärityksessä L-leusiini -
liuoksessa inkuboidulle polyakryyliamidigeelille muodostui kolme selkeää oranssia värijuostetta,
mikä viittaa yhden LAO-reaktiotuotteen, vetyperoksidin muodostumiseen (Kuva 7a). Negatiivisessa
kontrollissa hiekkatympösellä ei havaittu LAO-aktiivisuutta, sillä geelille ei muodostunut LAO-
reaktiolle tunnusomaista oranssia värijuostetta (Kuva 7b).
Kuva 7. Hiekkatympösen LAO-entsyymien reaktio. (a) Hiekkatympösen h7-sieniuute
polyakryyliamidigeelissä L-leusiiniaminohappoliuoksessa. LAO1-isoentsyymi (nuoli), josta työssä käytetyt
aminohappojaksot ovat peräisin. (b) Hiekkatympösen h7-sieniuute polyakryyliamidigeelissä D-
aminohappoliuoksessa.
3.2 Hiekkatympösen LAO1-entsyymin aminohappojaksojen perusteella saadut sekvenssit
Työssä käytetyt hiekkatympösen LAO-entsyymistä oli jo valmiiksi eristetty aminohappojaksoja
(Nuutinen 2008, kirjallinen ja suullinen tiedonanto). Tietokantahaussa jokaiselle viidelle
hiekkatympösen LAO1-entsyymin aminohappojaksolle löydettiin yksi tai useampi hiekkatympösen
EST-sekvenssi, joka oli identtinen aminohappojakson kanssa (Taulukko 6, Kuva 8). Lisäksi
aminohappojaksojen perusteella löydettiin yksi kangaslohisienen EST-sekvenssi ja yksi
kangaslohisienen geenimalli (Kuva 8).
a)                 b)
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Taulukko 6. Aminohappojaksojen perusteella löydetyt sekvenssit.
Kuva 8. Hiekkatympösen LAO1-entsyymin aminohappojaksojen (1-5) perusteella löydettyjen EST-
sekvenssien ja kangaslohisienen geenimallin sijoittuminen LAO-geenissä. Kuvassa mittajana kuvaa
aminohapposekvenssin pituutta. Kangaslohisienen geenimallin loppuosa (n. 250 aminohappoa) ei näy
kuvassa.
Aminohappojakso Aminohapposekvenssi EST-sekvenssi/genominen sekvenssi Identtisyys (%)
1 VAIIGAGVAGLR
Hiekkatympönen EST yhdistetty
Kangaslohisieni EX805156
100
100
2 FPDNVANKPTFDLFR
Hiekkatympönen EST yhdistetty
Kangaslohisieni EX805156
Kangaslohisieni XM001889387
100
80
80
3 LLEEWDWASTR
Hiekkatympönen CK993066
Kangaslohisieni EX805156
Kangaslohisieni XM001889387
100
81
81
4 MLLNLVNPPSYNHR
Hiekkatympönen CK993066
Kangaslohisieni XM001889387
100
86
5 VTAVTEEFSLIPNRR
Hiekkatympönen CK993066
Kangaslohisieni XM001889387
100
73
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Hiekkatympösen EST-sekvensseille CK992538 ja CK993122 tehdyn parittaisen linjauksen
perusteella sekvenssit olivat lähes koko pituudeltaan päällekkäisiä (Kuva 8). Sekvenssit olivat
täysin identtisiä tunnettujen emäsparien osalta. Tuloksen perusteella EST-sekvensseistä tehtiin yksi
yhtenäinen sekvenssi, jota kutsutaan tästä lähtien nimellä EST yhdistetty.
3.2.1 Kangaslohisienen ennustetusta geenimallista puuttui 109 aminohapon sekvenssi
Kangaslohisienen geenimalli (XM001889387) oli ennustettu NCBI:n tietokannassa hypoteettiseksi
proteiiniksi. Verrattaessa kangaslohisienen EST-sekvenssiä ja geenimallia havaittiin, että
kangaslohisienen geenimallin alusta puuttui 250 emäsparin (83 aminohappoa) pituinen sekvenssi.
Lisäksi kangaslohisienen EST-sekvenssissä ilmeni 75 emäsparin (25 aminohappoa) jakso, jota ei
ollut kangaslohiseinen geenimallissa (Kuvat 8 ja 9).
Kangaslohisienen EST-sekvenssi ja geenimallin nukleotidisekvenssi paikannettiin kangaslohisienen
genomissa (EST EX805156 scaffold 67: 98394-99297 ja geenimalli XM001889387 scaffold
67:98644-100682) mahdollisen aloituskodonin määrittämiseksi. Verrattaessa EST-sekvenssiä
kangaslohisienen genomissa ennustettuun malliin (EuGene models, proteiinin ID 315074)
havaittiin, että EST-sekvenssistä puuttui kaksi emäsparia geenin alusta (Kuva 10). Vastaavassa
vertailussa aminohappotasolla EST-sekvenssistä puuttui yksi aminohappo, metioniini (Kuva 9).
EST-sekvenssin ja geenimallin (XM001889387) sijoittuminen kangaslohisienen genomissa
osoittivat myös geenimallin (XM001889387) 5´ päästä puuttuvan 252 emäsparia (84 aminohappoa)
ja geenimallin 75 emäsparin aukon. Kangaslohisienen EST-sekvenssin, geenimallin
(XM001889387) ja genomissa olevan tiedon pohjalta laadittiin uusi, korjattu geenimalli, jonka
kokonaispituus oli 651 aminohappoa (Kuvat 9 ja 10).
3.2.2 Tietokantahaun EST-sekvenssit sijoittuvat LAO-geenin alku- ja keskiosaan
EST-sekvenssien, kangaslohisienen geenimallin translaation ja LAO-entsyymin
aminohappojaksojen linjaus osoitti, että löydetyt EST-sekvenssit sijoittuivat LAO-geenin alku- ja
keskiosaan (Kuva 9). Hiekkatympösen EST yhdistetty (aminohappojakso 1-184; kuvan 9
linjauksessa kohta 6-212) ja kangaslohisienen EST-sekvenssi (aminohappojakso 1-192; kuvan 9
linjauksessa kohta 2-212) osoittautuivat aminohapposekvenssiltään 73 % identtisiksi ja 79 %
samankaltaisiksi tunnettujen aminohappojen osalta. Tämän perusteella oletettiin myös
hiekkatympösen LAO-geenin alun sijoittuvan kangaslohisienen LAO-geenin alkua vastaavaan
kohtaan.
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Kuva 9. Hiekkatympösen LAO1-entsyymin aminohappojaksojen ja niiden perusteella löydettyjen
sekvenssien sekä kangaslohisienen korjatun geenimallin linjaus. Kangaslohisienen korjattu geenimalli saatiin
kangaslohisienen EST-sekvenssin, geenimallin ja kangaslohisienen genomisen sekvenssin perusteella.
Kuvassa kangaslohisienen geenimallin ja korjatun geenimallin loppuosaa (n. 150 aminohappoa) ei näytetä.
Hiekkatympösen EST-sekvenssit: EST-yhdistetty ja EST CK993066.
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Kuva 10. Kangaslohisienen LAO1-geenin 5´ pään sekvenssi kangaslohisienen genomissa ennustetun mallin
(EuGene models, proteiinin ID 315074) perusteella.
3.3 Hiekkatympösen LAO1-geenin cDNA:n 5´ ja 3´ päiden sekä genomisen DNA:n PCR-
tuotteet
Hiekkatympösen LAO1-geenin cDNA:n 5´ ja 3´ päät saatiin monistettua EST-sekvenssien
perusteella suunnitelluilla alukkeilla. RACE-PCR -reaktioissa hiekkatympösen cDNA:n 5´ päästä
saatiin n. 500 emäsparin kokoinen PCR-tuote 5´ nested -alukkeella ja vastaavasti 3´ päästä saatiin n.
800 emäsparin kokoinen tuote 3´ GSP -alukkeella (Kuva 11).
Kuva 11. Hiekkatympösen cDNA:n 5´ ja 3´ RACE-PCR -reaktiotuotteet 1,2 % agaroosigeelissä. 5´ nested ja
universaalille alukkeelle sisäisellä (NUP) -alukeparilla monistettu 5´ RACE -reaktiotuote näkyy haaleana
juosteena (nuoli vasemmalle). 3´ geenispesifisellä (3´ GSP) ja universaalilla alukeseoksella (UPM)
monistettiin 3´ RACE -reaktiotuote (nuoli oikealle). Mp molekyylikokostandardi.
RACE-PCR -reaktiotuotteiden sekvenssien perusteella suunniteltiin 2147r ja 1064r -alukkeet
hiekkatympösen LAO1-geenin genomisen DNA:n monistamiseksi. Hiekkatympösen LAO1-geenin
genominen DNA ja osa geenin yläpuolisen alueen genomisesta DNA:sta saatiin kolmessa eri PCR-
reaktiossa (gDNA 1, 2 ja 3). Hiekkatympösen gDNA1 PCR-reaktiosta saatiin n. 2000 emäsparin
kokoinen tuote etenevällä 157f-alukkeella ja käänteisellä 2147r-alukkeella (Kuva 12a).
Alukepareilla 157f ja 1064r saatiin gDNA2 PCR-reaktiosta n. 1000 emäsparin kokoinen PCR-tuote
(Kuva 12b). Hiekkatympösen LAO1-geenin 5´ pään ja geenin yläpuolisen alueen PCR-reaktioon
(gDNA3) suunniteltiin etenevä aluke -2000f blast-hausta (kohta 3.10) saadun hiekkatympösen
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CK993397 EST -sekvenssin perusteella. PCR-reaktioista saatiin n. 3000 emäsparin kokoiset PCR-
tuotteet etenevällä -2000f ja käänteisillä 5´ GSP -alukkeilla (Kuva 12c).
Kuva 12. Hiekkatympösen genomisen DNA:n PCR-tuotteet 1,2 %:ssa agaroosigeelissä eroteltuna. a)
Alukeparilla 157f ja 2147r monistettu PCR-tuote. b) 1064r ja 157f -alukkeiden PCR-reaktiotuote. c) -2000f
ja 5´ GSP -alukkeilla saatu PCR-tuote. Mp molekyylikokostandardi, gDNA genominen DNA.
3.4 LAO1-geenin päiden ja genomisen DNA:n sekvenssit
3.4.1 LAO1-geenin 3´ pään sekvenssi
3´ RACE-PCR -tuotteen sekvenssille tehdystä tietokantahausta löydettiin kaksi hiekkatympösen
EST-sekvenssiä (CK995290 ja CK992642), jotka olivat 370 emäsparin osalta 99,7 % identtisiä 3´
RACE -sekvenssin kanssa (Kuva 13). EST-sekvenssien loppuosan polyA-häntä viittasi niiden
sijoittumisesta geenin loppupäähän. 3´ RACE -sekvenssi ja hiekkatympösen EST-sekvenssit
käännettiin kuudessa lukukehyksessä, minkä perusteella saatiin geenin lukukehys ja lopetuskodoni
TAA (Kuva 13).
a)                                          b)                      c)
bp       Mp       gDNA 1       bp    Mp     gDNA 2        bp   Mp   gDNA 3
2036 1018
     3054
43
Kuva 13. Hiekkatympösen LAO1-geenin 3´ pään RACE-PCR -tuotteen sekvenssi linjattuna kahden
hiekkatympösen EST-sekvenssin (CK995290 ja CK992642) kanssa. Kuvassa nuoli osoittaa ennustetun
LAO1-geenin lopetuskodonin TAA. EST-sekvenssien lopussa oleva polyA-häntä viittaa geenin
loppupäähän.
3.4.2 Hiekkatympösen LAO1-geenin 5´ pään sekvenssi
Hiekkatympösen LAO1-geenin cDNA:n 5´ RACE-PCR -reaktiotuotteista saadut sekvenssit
linjattiin hiekkatympösen yhdistetyn ja kangaslohisienen EST-sekvenssien sekä hiekkatympösen ja
kangaslohisienen genomisten DNA-sekvenssien kanssa (Kuva 14). Paras 5´ RACE-PCR -tuote
(RACE2.1) linjautui 15 emäsparia lukuun ottamatta identtisesti hiekkatympösen genomisen DNA:n
kanssa 123 emäsparin pituudelta. Geenin 5´ päästä ei kuitenkaan saatu kahta täysin identtistä 5´
RACE -sekvenssiä, vaikka sekvensointireaktio tehtiin 14 5´ RACE-PCR -tuotteelle, jotka olivat
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neljästä eri päivinä tehdyistä PCR-reaktioista. Saadut 5´ RACE -sekvenssit eivät myöskään
linjautuneet identtisesti hiekkatympösen genomisen DNA:n ja yhdistetyn EST-sekvenssin kanssa
aivan geenin 5´ päässä (Kuva 14). LAO1-geenin kloonaamista varten oli tärkeää määrittää geenin 5´
pään emäsjärjestys. LAO-geenin 5´ pään sekvenssi saatiin genomisen DNA:n
sekvensointireaktioista (Kuva 14).
Kuva 14. Hiekkatympösen LAO1-geenin 5´ RACE -sekvenssit linjattuna hiekkatympösen ja
kangaslohisienen genomisen DNA:n ja EST-sekvenssien kanssa. Kuvassa nuoli osoittaa hiekkatympösen ja
kangaslohisienen LAO1-geenien aloituskodonin. gDNA genominen DNA-sekvenssi.
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3.5 Hiekkatympösen LAO1-geenin cDNA kloonattiin Escherichia coli -bakteeriin
LAO1-geenin kokonainen cDNA, n. 2000 emäsparia, saatiin monistettua cDNAf ja cDNAr -
alukkeilla. LAO1-geeni kloonattiin ligaatiosta riippumattomalla menetelmällä E. coli -
bakteerisoluihin, jotta sen emäsjärjestys saataisiin määritettyä. Kloonauksen
transformaatiotehokkuus oli 1 x 108 transformanttia/µg DNA:ta. LAO1-geenin kloonaus E. coli -
bakteerisoluihin onnistui pesäke-PCR -reaktion perusteella n. 10 %:ssa testatuista pesäkkeistä.
Pesäke-PCR -reaktio tehtiin yhteensä 30 kloonille, joista yhteensä kolmesta saatiin n. 2000
emäsparin kokoinen PCR-tuote (Kuva 15), mikä viittasi onnistuneeseen LAO-geenin
kloonaamiseen.
Kuva 15. Pesäke-PCR -reaktiotuotteet 1,2 % agaroosigeelissä eroteltuna. Kaivoissa 1 ja 2 on kahden E. coli
-kasvuston n. 2000 emäsparin kokoiset pesäke-PCR -reaktiotuotteet. Mp molekyylikokostandardi.
3.6 Hiekkatympösen LAO1 ja LAO2 -geenien emäsjaksojen kokoaminen
Hiekkatympösen LAO1 ja LAO2 -geenien cDNA:n emäsjärjestykset saatiin plasmidien
sekvensoinnista saatujen tulosten perusteella. Hiekkatympösen LAO1-geenin genomisen DNA:n ja
geenin ylävirta-alueen emäsjärjestys saatiin PCR-reaktiotuotteiden sekvensointitulosten perusteella.
Emäsjaksot koottiin useista rinnakkaisista ja osittain limittäisistä jaksoista (Kuva 16).
2036
1018
1                    2                   Mp           bp
506,5
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Kuva 16. LAO1 -geenin a) genomisen DNA:n ja geenin ylävirta-alueen, b) cDNA:n sekä c) LAO2-geenin
cDNA:n emäsjärjestykset määritettiin usean rinnakkaisen sekvensoitireaktion perusteella. Hiekkatympösen
LAO1 ja LAO2 -homologien cDNA-sekvensseistä näkyy myös geenin 3´ pään ei-koodaavaa aluetta.
Kuvassa harmaan värin voimakkuus ja värikartan numerot osoittavat rinnakkaisten sekvenssien lukumäärät,
mittajana kuvaa emäsparien lukumäärää.
3.7 Hiekkatympösen LAO1-geenin emäsjakso
Hiekkatympösen LAO1-geenin genomisen DNA:n pituudeksi määritettiin 2169 emäsparia ja
cDNA:n pituudeksi 1926 emäsparia. LAO1-geenin genomisen DNA:n GC % osuus oli 54,0 % ja
cDNA:n GC-pitoisuus 55,1 %. Hiekkatympösen LAO1-geeni koostuu viidestä eksonista ja neljästä
intronista (Kuva 17).
LAO1-geenin intronien pituudet vaihtelivat 55 ja 71 emäsparin välillä (Kuva 17). Jokainen introni
alkoi gt-sekvenssillä ja päättyi ag-sekvenssiin. Ensimmäinen introni sijaitsi faasissa 1 eli kodonin
ensimmäisen ja toisen emäksen välissä. LAO1-geenin toinen ja kolmas introni sijoittuivat kodonien
väliin eli faasiin 0. Neljäs introni oli faasissa 2 eli kodonin toisen ja kolmannen emäksen välissä
(Kuva 17). LAO-geenin eksonien pituudet vaihtelivat 276 ja 550 emäsparin välillä. LAO1-geenissä
kolmas eksoni oli symmetrinen, sillä se sijaitsi samassa faasissa olleiden intronien välissä.
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LAO1-geenin viidennessä eksonissa genomisen DNA:n ja cDNA:n emäsjärjestyksessä havaittiin
eroja kuuden emäksen osalta (Kuva 17). Vaihtelevat emäkset esiintyivät jokainen tripletin
kolmannessa emäksessä. Geenin loppupäässä genomisesta DNA:sta ja cDNA:sta oli enemmän kuin
neljä rinnakkaista sekvensointitulosta (Taulukko 7). Genomisen DNA:n sekvenssi perustui kolmen
eri PCR-reaktion rinnakkaisiin sekvensointituloksiin ja cDNA:n sekvenssi kolmen eristetyn
plasmidin rinnakkaisiin sekvensointituloksiin. Kaikkien paitsi yhden emäksen osalta saatiin
enemmän kuin neljä eri sekvenssiä, joiden QV-arvot olivat yli 20. Mikäli QV-arvo on 20 tai
suurempi, todennäköisyys sekvensointivirheelle on ? 1 %.
Taulukko 7. LAO1-geenin genomisen DNA:n ja cDNA:n emäsjärjestyksessä ilmenneet
eroavaisuudet.
Genominen DNA Koodaava DNA
Emäs
Rinnak-
kaisten
sekvenssien
lkm.
QV-
arvojen
vaihteluväli
QV-
arvojen
keskiarvo
Sekvenssien
lkm, joissa
QV-arvot
> 20
Emäs
Rinnak-
kaisten
sekvenssien
lkm.
QV-
arvojen
vaihteluväli
QV-
arvojen
keskiarvo
Sekvenssien
lkm, joissa
QV-arvot
> 20
C 6 17-61 45,5 5 T 4 22-61 49,3 4
T 6 27-61 50,3 6 C 5 18-61 44,8 4
G 6 16-55 29,3 4 T 5 16-61 46,6 4
G 6 28-55 42,5 6 C 5 19-61 41,0 4
G 6 14-43 26,3 4 A 5 18-61 45,8 4
T 5 6-19 14,8 - C 5 53-61 58,6 5
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Kuva 17. Hiekkatympösen LAO1-geenin rakenne. LAO1-geeni koostuu viidestä eksonista ja neljästä
intronista. Kuvassa geeni on esitetty sekä emäsjärjestyksenä että aminohappojaksona. Kuvassa pienet
kirjaimet kuvaavat introneita ja suuret kirjaimet koodaavaa aluetta. Harmailla kirjaimilla on osoitettu
cDNA:ssa ilmenneet eroavaisuudet genomiseen DNA:han verrattuna.
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3.8 Hiekkatympösen LAO1-geenin ylävirta-alueelta löydettiin typpimetabolian säätelyyn
osallistuvan proteiinin sitoutumiskohta
Hiekkatympösen LAO1-geenin yläpuoliselta alueelta etsittiin transkription säätelyyn osallistuvia
tekijöitä. 196 emäsparia ylävirtaan LAO1-geenin alusta tunnistettiin typpimetabolian säätelyyn
osallistuvan Nit2 -entsyymin sitoutumiskohta (Kuva 18). Geenin yläpuoliselta alueelta löydettiin
myös promoottorialueen TATA-box 54 emäsparia ylävirtaan (Kuva 18).
Kuva 18. Hiekkatympösen LAO1-geenin yläpuoliselta alueelta löydetyn Nit2-entsyymin
sitoutumissekvenssi sekä TATA-box.
3.9 Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-geenien genomisen DNA-jaksojen vertailu
Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-geenien genomisen DNA:n emässekvenssit olivat
79,76 % identtisiä. Kangaslohisienen LAO1-geeni (2182 bp) oli 13 emäsparia pitempi kuin
hiekkatympösen LAO1-geeni. Hiekkatympösen GC % osuus oli 0,19 % suurempi kuin
kangaslohisienen (53,80 %). Myös kangaslohisienen LAO1-geeni koostui viidestä eksonista ja
neljästä intronista (Kuva 19). Hiekkatympösen LAO1-geenin eksonit olivat keskimäärin 384 ja
intronit 60 emäsparia. Kangaslohisienen LAO1-geenin eksonit olivat keskimäärin 391 ja intronit 56
emäsparia. Eksonien osuus oli hiekkatympösen LAO1-geenissä 88,8 % ja kangaslohisienen LAO1-
geenissä 89,6 % koko geenin pituudesta.
Sekvenssien samankaltaisuus voidaan havaita myös pistekarttakuvaajasta (Kuva 20).
Pistekarttakuvaajassa raja-arvon ollessa 230 ja sanapituudella 100 hiekkatympösen ja
kangaslohisienen LAO1-geenien genomisessa DNA-sekvenssissä havaittiin merkittävästi
samankaltaisia alueita välillä 1-500 ja 1530-1800 emästä. Geenien ensimmäinen eksoni sijoittuu
välille 1-500. Kuvaajassa n. 1000 emäsparin kohdalla lävistäjä ei ole yhtenäinen. Hiekkatympösen
genomisessa DNA-sekvenssissä kohdassa 987-1057 on kolmas introni ja vastaavasti
kangaslohisienen genomisessa DNA-sekvenssissä kohdassa 996-1047 on kolmas introni. Introni
alueella hiekkatympösen sekvenssi oli 19 emäsparia pitempi kuin kangaslohisienen, mikä näkyy
kuvaajassa epäyhtenäisenä lävistäjänä. Myös aivan geenin loppupäässä 31 emäsparin alueella
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(2087-2118) kangaslohisienen sekvenssi on 14 emäsparia pitempi kuin hiekkatympösen DNA-
sekvenssi.
Hiekkatympönen
Kuva 20. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-geenien genomisen DNA:n emässekvenssien
vertaaminen pistekarttakuvaajassa (ikkunakoko 100, raja-arvo 230, bp emäsparia).
3.10 Kangaslohisienen ja hiekkatympösen genomeissa LAO1-geeniä edeltävä geeni on
pyruvaattidekarboksylaasi
Tarkasteltaessa kangaslohisienen genomia havaittiin, että oletettua LAO1-geeniä edelsi
geeniennusteen mukaan pyruvaattidekarboksylaasi. Parhaimman geenimallin mukaan
pyruvaattidekarboksylaasin sijainti kangaslohisienen genomissa oli scaffold 67:94735-97310.
Ennustetun pyruvaattidekarboksylaasin lukusuunta oli vastakkainen LAO1-geeniin verrattuna.
Kangaslohisienen genomimallin perusteella LAO1:n ja pyruvaattidekarboksylaasin välille jäi 1082
emäsparia (Kuva 19).
Kangaslohisienen genomiselle sekvenssille (scaffold 67:94735-97310) tehdystä blast-hausta
(tietokanta EST, non-human, non-mouse) löydettiin kangaslohisienen EX806562 EST-sekvenssi.
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Genomisen DNA:n ja EST-sekvenssin perusteella määritettiin ennustetun
pyruvaattidekarboksylaasin eksoni-introni -rakenne 1135 emäsparin pituudelta arvioidusta
aloituskodonista lähtien (Taulukko 8, Kuva 19).
Hiekkatympösen LAO1-geenin yläpuoliselle emäsjaksolle tehdyn tietokantahaun (EST, non-human,
non-mouse) perusteella löydettiin kolme hiekkatympösen EST-sekvenssiä (CK993397, EG950176
ja CK994135). EST-sekvenssien ja genomisen DNA:n linjauksen perusteella määritettiin LAO1-
geeniä edeltävän geenin introni-eksonirakenne 1140 emäsparin alueelta arvioidusta aloituskodonista
lähtien (Kuva 19). LAO1-geenin ja pyruvaattidekarboksylaasin välille jäi 1034 emäsparia EST-
sekvenssien ja genomisen DNA:n perusteella.
Hiekkatympösen ja kangaslohisienen pyruvaattidekarboksylaasigeenit osoittautuivat rakenteeltaan
ja emäsjärjestykseltään samankaltaisiksi. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen
pyruvaattidekarboksylaasigeenien eksonit olivat emäsparien lukumäärältään ensimmäistä eksonia
lukuunottamatta identtiset (Taulukko 8, Kuva 19). Intronien pituudet olivat identtiset vain yhden
intronin osalta (Taulukko 8). Hiekkatympösen pyruvaattidekarboksylaasigeenin eksonien pituudet
olivat keskimäärin 72 emäsparia ja intronien pituudet olivat keskimäärin 55 emäsparia.
Kangaslohisienen pyruvaattidekarboksylaasin eksonit olivat keskimäärin 70 emäsparia ja intronit 56
emäsparia.
Taulukko 8. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen ennustettujen pyruvaattidekarboksylaasien ja
LAO1-homologien eksoni-introni -pituudet.
Pyruvaattidekarboksylaasi LAO1-geeni
Hiekkatympönen Kangaslohisieni Hiekkatympönen Kangaslohisieni
Eksonit
(nt)1)
Intronit
(nt)
Eksonit
(nt)
Intronit
(nt)
Eksonit
   (nt)
Intronit
   (nt)
Eksonit
(nt)
Intronit
 (nt)
75 54 63 56 526 57 538 58
42 53 42 62 71 55 71 55
41 61 41 58 276 71 276 52
75 51 75 52 500 60 503 65
44 59 44 59 550 568
100 60 100 56
127 52 127 54
>246 >246
1) nt nukleotidi
Hiekkatympösen ja kangaslohisienen pyruvaattidekarboksylaasigeenit olivat genomiselta DNA-
sekvenssiltään 76,9 % identtisiä. Geenien väliseltä alueelta sekvenssit olivat 46,2 % identtisiä.
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Pyruvaattidekarboksylaasi- ja LAO1-geenien välisen alueen eroavaisuus ilmenee n. 1000
nukleotidin pituisena aukkona pistekarttakuvaajassa (Kuva 21). Hiekkatympösen ja
kangaslohisienen pyruvaattidekarboksylaasigeenien DNA-sekvenssit eivät ole pituudeltaan
identtisiä. Pistekarttakuvaajassa pituuserot ilmenevät kahtena aukkona
pyruvaattidekarboksylaasigeenissä. Kangaslohisienen genomissa on emäsparien 502-508 kohdalla
kuuden emäksen ja emäsparien 970-979 kohdalla yhdeksän emäksen sekvenssit, joita ei ole
hiekkatympösen genomisessa DNA:ssa. Pyruvaattidekarboksylaasigeenin alussa hiekkatympösellä
on 12 emäsparin jakso, jota ei kangaslohisienellä ole vastaavassa kohdassa.
Hiekkatympönen
Kuva 21. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen pyruvaattidekarboksylaasien, geenien välisen alueen ja
LAO1-geenien genominen DNA-sekvenssi pistekarttakuvaajassa. Annetuilla parametreillä (ikkunakoko 100,
raja-arvo 230, bp = emäsparia) geenien välinen (n. 1100-2100) alue on vähemmän konservoitunutta kuin
koodaava alue.
3.11 Hiekkatympösen LAO2-homologin osittainen cDNA-sekvenssi
Hiekkatympösen LAO2-homologin cDNA-sekvenssiä saatiin määritettyä 1914 emäsparin ja 637
aminohapon pituudelta. LAO2-homologin lopetuskodoniksi määritettiin TAG, joka sijoittui 1912-
1914 emäsparia sekvenssin alusta. Geenin alkupään sekvenssiä ei saatu määritettyä, sillä
aloituskodonia ei pystytty paikantamaan sekvenssiin. Määritetyltä osin hiekkkatympösen LAO2-
homologin GC-pitoisuus oli 53 % .
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3.12 Hiekkatympösen LAO1 ja LAO2 -homologien vertailu muihin samankaltaisiin
sekvensseihin
Hiekkatympösen LAO1 ja LAO2 -homologien ja niille samankaltaisten aminohapposekvenssien
proteiinien sukupuussa erottui karkeasti kolme suurta ryhmää 1) bakteerien, 2) sienten ja
selkärangattomien sekä 3) selkärankaisten LAO:jen ryhmät (Kuva 22). Tietokantahausta saatiin
puun tekoon LAO-sukuisia sekvenssejä bakteereista, joiden tyypillisiä elinympäristöjä ovat maa ja
vesistöt. Kolmanteen ryhmään kuuluu pääasiassa selkärankaisten sekvenssejä, jotka eriytyvät
omaksi ryhmäksi tukiarvolla 98.
Ryhmässä kaksi vallitsevia ovat kanta- ja kotelosienten ennustetut proteiinit (Kuva 23). Ryhmässä 2
on kaksi alaryhmää A ja B (Kuva 23). Alaryhmässä A on vain kanta- ja kotelosienten sekä ameeban
aminohapposekvenssejä. Kyseinen ryhmä jakautuu edelleen seitsemään (I-VII) pienempään
alaryhmään (Kuva 23). Hiekkatympösen LAO1 ja kangaslohisienen LAO1 ja LAO2 -homologit
muodostavat oman pienen ryhmän (V) (Kuva 23). Hiekkatympösen LAO2-homologi ja
kangaslohisienen LAO3 ja LAO4 -homologit kuuluvat samaan pieneen ryhmään (VI)
sittamustesienen (Coprinopsis cinerea) ja Phanerochaete chrysosporium -valkolahottajasienen
ennustettujen proteiinien kanssa. Kotelosienten ennustetut proteiinit muodostavat oman pienen
alaryhmänsä (VII).
Alaryhmään B kuuluu Aspergillus clavatus ja Neosartorya fischeri -lajien amiinioksidaasit ja
istukkakäävän ennustetut LAO-entsyymit. Kotelosieniin kuuluvien A. clavatus ja N. fischeri -lajien
amiinioksidaasit ja kantasieniin kuuluvan istukkakäävän kaksi LAO-homologia ovat eriytyneet
omaksi alaryhmäkseen bootstrap-tukiarvolla 97.
Proteiinien sukupuu osoittaa, että lajien välillä eräät proteiinit ovat lähempänä toisiaan kuin lajien
sisällä. Hiekkatympösen LAO1 ja LAO2 -homologit kuuluvat eri alaryhmiin. Hiekkatympösen ja
kangaslohisienen LAO1-homologit ovat lähempänä toisiaan kuin hiekkatympösen LAO1 ja LAO2 -
homologit.
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Kuva 22. LAO-homologen proteiinien sukupuu. Proteiinien sukupuu laskettiin suurimman uskottavuuden
menetelmällä. Fylogeneettisen puun teossa luotiin 500 nopeaa bootstrap-päätelmää. Yli 70 %:ssa puista
esiintyneiden haarojen prosenttiosuudet näkyvät kuvassa. Puuta ei juurrutettu. Kuuden yksikön koodi
organismin nimen edessä on proteiinin UniProtin tunnistekoodi, PUP predicted uncharacterized protein.
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Kuva 23. LAO-homologien proteiinien sukupuun (Kuva 22) ryhmä 2. A)  ja B) osoittavat ryhmän 2
alaryhmät. Kuvassa roomalaiset numerot näyttävät alaryhmän A seitsemän pientä ryhmää. Katso koodit kuva
22.
3.13 Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-homologit ovat samankaltaisimpia toisilleen
Hiekkatympösen kahden ja kangaslohisienen neljän LAO-homologin aminohapposekvenssien
tarkempi vertailu osoitti, että hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-homologien
aminohapposekvenssit olivat identtisempiä ja samankaltaisempia toisilleen kuin hiekkatympösen
LAO2-homologi ja kangaslohisienen LAO2, LAO3 ja LAO4 -homologit (Taulukko 9, Kuva 24).
Muiden LAO-homologien identtisyydet toisilleen olivat alle 50 %. Hiekkatympösen LAO2-
homologi oli aminohapposekvenssiltään lähimpänä kangaslohisienen LAO4-homologia (Taulukko
9). Hiekkatympösen LAO-homologit olivat toisilleen vain 26,9 % identtisiä ja 40,2 %
samankaltaisia. Kangaslohisienen LAO3 ja LAO4 -homologien aminohapposekvenssit olivat
toisilleen 40,6 % identtisiä ja LAO1 ja LAO2 -homologit olivat 42,2 % identtisiä. Hiekkatympösen
ja kangaslohisienen LAO-homologien vertailussa lajien välillä LAO-homologit ovat
aminohapposekvenssiltään identtisempiä ja samankaltaisempia kuin lajien sisällä.
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Taulukko 9. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO-homologien aminohapposekvenssien
identtisyydet (keltainen osa) ja samankaltaisuudet (oranssi osa) prosentteina.
Hiekkatympönen
LAO1
Kangaslohisieni
LAO1
Hiekkatympönen
LAO2
Kangaslohisieni
LAO2
Kangaslohisieni
LAO3
Kangaslohisieni
LAO4
Hiekkatympönen
LAO1 100 84,2 40,2 55,2 37,8 36,4
Kangaslohisieni
LAO1 77,1 100 40,8 55,0 37,0 37,1
Hiekkatympönen
LAO2 26,9 27,5 100 37,7 56,4 62,8
Kangaslohisieni
LAO2 43,7 42,2 23,9 100 35,9 34,8
Kangaslohisieni
LAO3 25,4 25,0 41,6 23,8 100 52,8
Kangaslohisieni
LAO4 23,9 23,6 49,1 22,5 40,6 100
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3.14 Sekvenssilinjauksesta löydettiin aminohappo-oksidaaseille tunnusomainen alue
Proteiinien sukupuuhun valituista aminohapposekvensseistä löydettiin amino-oksidaaseille
konservoitunut alue GxGxxG, joka sijaitsi 211-216 aminohappoa linjauksen alusta ja GGR-alue,
joka sijoittui 257-259 aminohappoa linjauksen alusta (Kuva 25). Lisäksi hiekkatympösen LAO1-
aminohapposekvenssi tunnistettiin amino-oksidaasi proteiiniperheeseen kuuluvaksi proteiiniksi
pFam-tietokannassa. Haun e-arvo oli 5.7 e-21.
Kuva 25.  Proteiinien sukupuuhun valittujen aminohapposekvenssien konservoituneet alueet web-logo -
ohjelmalla määritettynä. Kuvassa y-akseli kuvaa alueen konservoituneisuutta kirjaimien koon perusteella
siten, että mitä suurempi kirjain sitä konservoituneempi alue on.
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4. Tulosten tarkastelu
Tässä työssä osoitettiin kokeellisesti hiekkatympösen h7-sienikannalla LAO-aktiivisuus. Tätä ennen
LAO-aktiivisuus on osoitettu hiekkatympösellä (CBS 558.96 -sienikanta) sekä tympösten Denudata
ja Velutipes -alaryhmillä (Nuutinen & Timonen 2008). Kantasienistä LAO-aktiivisuus on osoitettu
myös kangaslohisienellä (Nuutinen & Timonen 2008). Työstä saatu tutkimustulos tukee Nuutinen
& Timonen (2008) esittämää hypoteesia, että useilla tympösillä olisi aktiivinen LAO-entsyymi.
Hiekkatympösen aminohappojaksojen avulla NCBI:n tietokannasta löydettiin todennäköinen LAO-
geeni kangaslohisieneltä. Kangaslohisienen geenimalli (XM001889387) oli ennustettu
toiminnaltaan tuntemattomaksi proteiiniksi. Genomien annotaatio perustuu osittain BLAST-
tietokantahakuihin, joiden perusteella pyritään löytämään samankaltaisia sekvenssejä (Salzberg
2007). Aminohappo-oksidaaseille tiedetään konservoituneet alueet GxGxxG ja GGR (Vallon 2000).
Nämä konservoituneet alueet puuttuivat kangaslohisienen geenimallista, minkä vuoksi sen
toimintoa ei oltu todennäköisesti pystytty tunnistamaan. Tulosten perusteella työssä kuvattiin
ensimmäistä kertaa LAO-geeni myös kangaslohisienen perimästä.
Hiekkatympösen LAO1-geenin sekvenssi ja geenin rakenne määritettiin kokeellisesti genomisen
DNA:n ja cDNA:n perusteella ja kangaslohisienen LAO1-geenin rakenne määritettiin jo valmiiksi
olevan sekvenssitiedon perusteella (GenBank, JGI). Hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-
geeneissä oli neljä intronia, mikä poikkeaa kotelosieniin kuuluvan Neurospora crassan LAO-
geenistä, jossa ei ollut introneita (Niedermann & Lerch 1990). Hiekkatympösen LAO1-geenin
intronit alkoivat gt-sekvenssillä ja päättyivät ag-sekvenssiin. Aitotumallisten geeneille on ominaista
gt-ag -sääntö, jossa intronien 5´ silmukoitumiskohdassa on gt-sekvenssi ja 3´
silmukoitumiskohdassa ag-sekvenssi oikean leikkauskohdan tunnistamiseksi (Alberts ym. 2002).
Kupfer ym. (2004) havaitsivat, että neljän kotelosienen ja yhden kantasienen introneista 98 %
noudatti gt-ag -sääntöä. Työstä saatujen tulosten perusteella myös hiekkatympösen LAO1-geenin
introneissa on aitotumallisille tyypillinen gt-ag -sääntö.
Hiekkatympösen LAO1-geenin intronit olivat keskimäärin 60 emäsparia ja eksonit keskimäärin 384
emäsparia. Kangaslohisienen LAO1-geenissä intronit olivat 56 emäsparia ja eksonit 391 emäsparia.
Deutsch & Long (1999) osoittivat, että sienillä intronit olivat lyhyempiä kuin muilla tutkituilla
aitotumallisilla malliorganismeilla. Kangaslohisienen genomissa keskimääräinen intronipituus oli
92 emäsparia ja keskimääräinen eksonipituus 210 emäsparia (Martin ym. 2008). Loftus ym. (2005)
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määrittivät Cryptococcus neoformans -kantasienen keskimääräiseksi intronipituudeksi 67 emäsparia
ja keskimääräiseksi eksonien pituudeksi 255 emäsparia. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen
LAO1-geeneissä intronit olivat lyhyempiä kuin keskimäärin kangaslohisienen ja Cryptococcus
neoformans -sienen genomeissa kun taas LAO1-geenien eksonipituudet olivat pidempiä verrattuna
kangaslohisienen ja Cryptococcus neoformans -sienen genomeihin. Pidemmät eksonit voivat olla
seurausta kahden eksonin fuusiosta (Naora & Deacon 1982).
Ivashchenko ym. (2009) tutkimuksen mukaan useilla kanta- ja kotelosienillä eksonit käsittivät
keskimäärin 80 % koko geenin pituudesta. Hiekkatympösen LAO1-geenissä eksonien osuus koko
geenin pituudesta oli 88,8 % ja kangaslohisienellä 89,6 %. Hiekkatympösen ja kangaslohisienen
eksonien osuudet koko geenin pituudesta ovat hieman suurempia kuin Ivashchenko ym. (2009)
määrittämät tulokset, mikä todennäköisesti johtuu keskimääräistä pidemmistä eksoneista LAO1-
geenissä.
Naora & Deacon (1982) luokittelivat eksonit kolmeen eri ryhmään (50, 140 ja > 300 emäsparia)
eksonien pituuksien perusteella. Lyhyet eksonit (50 emäsparia), jotka usein koodaavat
signaalipeptidiä ovat tyypillisesti geenin 5´ terminaalisella alueella (Naora & Deacon 1982).
Hiekkatympösen LAO1-geenin ensimmäinen eksoni oli 526 emäsparia ja kangaslohisienen LAO1-
geenin ensimmäinen eksoni 538 emäsparia. Eksonin pituuden perusteella voidaan olettaa, ettei
hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-geenien 5´ päässä ole signaalipeptidiä. Nuutinen &
Timonen (2008) havaitsivat, että Hebeloma alaryhmä Velutipes SE5 -sienikannalla ja
kangaslohisienellä oli vain vähän solunulkopuolista LAO-aktiivisuutta. Yhdessä nämä tulokset
tukevat sitä, että hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-entsyymit olisivat solunsisäisiä
entsyymejä.
Sekvensointitulosten perusteella hiekkatympösen LAO1-geenin genomisen DNA:n ja cDNA:n
emäsjärjestykset eivät olleet identtisiä. Erot hiekkatympösen LAO1-geenin genomisen DNA:n ja
cDNA:n sekvenssien välillä johtuivat todennäköisesti jostain muusta kuin sekvensointivirheestä
QV-arvojen ja rinnakkaisten sekvensointitulosten perusteella. On todennäköistä, etteivät erot
johtuneet myöskään LAO1-geenin cDNA:n kloonaamisesta Escherichia coli -isäntään. 3´ RACE -
tuotteen sekvenssiä ei kloonattu E. coli -bakteeriin ja sekvenssi oli identtinen cDNA-sekvenssin
kanssa. Vaihtelevat emäkset olivat jokainen tripletin kolmannessa emäksessä eivätkä ne
aiheuttaneet muutosta aminohapposekvenssiin, minkä perusteella ilmiöllä ei ole vaikutusta
proteiinin rakenteeseen tai toimintaan. Aitotumallisilla mRNA:n prosessointi muuttaa
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emäsjärjestystä (Blanc & Davidson 2003). Hyvin tunnettu tapaus mRNA:n prosessoinnista on C-U
RNA prosessointi, jossa CAA-kodoni ja CGA-kodoni muutetaan UAA ja UGA -lopetuskodoneiksi.
Prosessoinnin seurauksena luodaan katkaistu proteiini (Blanc & Davidson 2003). Erot
hiekkatympösen genomisen ja koodaavan DNA:n välillä eivät aiheuttaneet lopetuskodonin
muodostumista. Tämän perusteella voidaan poissulkea mRNA:n prosessointi, jonka tarkoituksena
on luoda geneettistä monimuotoisuutta katkaisemalla proteiini.
Hiekkatympösen LAO1-geenin yläpuoliselta alueelta löydettiin sienten typpimetabolian säätelyyn
osallistuvan Nit2-proteiinin sitoutumiskohta. Neurospora crassa -sienestä tunnetaan
typpimetaboliaa aktivoiva Nit2-proteiini ja Aspergillus nidulans -sieneltä AreA-proteiini, joka on
homologinen Nit2-proteiinille (Fu & Marzluf 1990; Davis & Hynes 1987). Chiang & Marzluf
(1994) määrittivät N. crassa -sienen LAO-geenin ylävirta-alueelta Nit2-proteiinin
sitoutumiskohdan. Davis ym. (2005) osoittivat tutkimuksessaan, että AreA-proteiini aktivoi LAO-
geeniä A. nidulans -sienellä. Työstä saatujen tulosten perusteella voidaan olettaa, että myös
hiekkatympösellä LAO-geenin toimintaa säätelee Nit2- ja AreA-proteiineille homologinen
proteiini.
Hiekkatympösen ja kangaslohisienen genomissa LAO1-geeniä edeltäväksi geeniksi tunnistettiin
pyruvaattidekarboksylaasi. Eräiden kotelosienten Neurospora crassa ja Aspergillus parasiticus -
lajien tiedetään tuottavan pyruvaattidekarboksylaasientsyymiä (Alvarez ym. 1993, Sanchis ym.
1994). Pyruvaattidekarboksylaasi liittyy aineenvaihduntareaktioihin, joissa orgaanisesta aineesta
tuotetaan energiaa alkoholikäymisellä hapettomissa oloissa (Nelson & Cox 2000).
Pyruvaattidekarboksylaasi katalysoi pyruvaatin hajoamista asetaldehydiksi ja hiilidioksidiksi.
Reaktiossa syntynyt asetaldehydi pelkistetään edelleen etanoliksi. Maaperä on hyvin heterogeeninen
ja paikoitellen maassa vallitsee hapettomat olosuhteet. Sienillä pyruvaattidekarboksylaasi saattaa
olla yksi mekanismi energian saamiseksi kun happea on vähän saatavilla.
Lockington ym. (1997) osoittivat, että Aspergillus nidulans -sienellä pyruvaattidekarboksylaasin
ekspressioon vaikutti AreA-proteiini. Kun ammoniumpitoisuus oli suuri, AreA-proteiini vaikutti
positiivisesti pyruvaattidekarboksylaasigeenin ekspressioon. Alhaisessa ammoniumpitoisuudessa
AreA-proteiini taas inhiboi pyruvaattidekarboksylaasigeenin ekspressiota (Lockington ym. 1997).
Hiekkatympösen LAO1-geenin ja pyruvaattideksrboksylaasigeenin väliltä löydettiin Nit2-proteiinin
sitoutumiskohta. Mahdollisesti hiekkatympösellä Nit2-proteiinin homologi vaikuttaa sekä
pyruvaattidekarboksylaasigeenin että LAO1-geenin ekspressioon.
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Tulosten proteiinien sukupuu on käytetyn aineiston pohjalta laskettu hypoteesi geenien
evoluutiosta. Tässä työssä proteiinien sukupuu laskettiin suurimman uskottavuuden -menetelmällä.
Tällä menetelmällä saatu hypoteesi proteiinien evoluutiosta perustuu suurelta osin käytettyyn
evoluutiomalliin. Lisäksi proteiinien evoluutiota kuvaavaan hypoteesiin vaikuttavat käytetty
aineisto ja sekvenssien rinnastus.
Suurimman uskottavuuden menetelmä, kuten eivät myöskään muut tunnetut menetelmät, pysty
kuvaamaan evoluutiota ilman ristiriitoja (Farris 1999).  Eri evoluutiomallilla ja suuremmalla
aineistolla olisi mahdollisesti saatu erilainen hypoteettinen kuvaus LAO-homologien evoluutiosta.
Tässä työssä suurimman uskottavuuden menetelmällä saatu hypoteesi geenien evoluutiosta
kuitenkin luokittelee LAO-proteiinit ryhmiin, jotka ovat tunnettuja jo eliöryhmien tasolla.
Esimerkiksi bakteerien, kanta- ja kotelosienten LAO-proteiinit kuuluvat pääsääntöisesti omiin
ryhmiinsä. Työssä laskettu proteiinien sukupuu on yksi hyvin mahdollinen kuvaus LAO-proteiinien
evoluutiosta ja puun perusteella voidaan esittää olettamuksia eri organismien LAO-proteiinien
evoluutiosta.
Proteiinien sukupuussa samasta haarasta lähtevillä proteiineilla on yhteinen kantamuoto. Ortologiset
geenit syntyvät lajiutumisen seurauksena ja paralogiset geenit geenin kahdentuessa (Koonin 2005).
Proteiinien sukupuun perusteella hiekkatympösen LAO1 ja kangaslohisienen LAO1 ovat ortologeja.
Hiekkatympösen LAO2 ja kangaslohisienen LAO4 ovat puolestaan toistensa ortologeja. Tästä
voidaan päätellä, että LAO-geenin kantamuoto on kahdentunut ainakin kerran ennen kuin
hiekkatympösen ja kangaslohisienen lajiutuminen on tapahtunut.
Kangaslohisienen LAO2-homologi kuuluu samaan alaryhmään kangaslohisienen ja
hiekkatympösen LAO1-homologien kanssa. Kangaslohisienen LAO1 ja LAO2 -homologit ovat
todennäköiisesti syntyneet kahdentumisen seurauksena eli ne ovat paralogeja. Hiekkatympösen
EST-sekvensseistä ei tämähetkisellä otannalla löydy kangaslohisienen LAO2-homologia vastaavaa
geeniä. On myös mahdollista, ettei hiekkatympösellä ole kangaslohienen LAO2-homologille
vastaavaa homologia, mikä saattaa johtua geenin deleetiosta tai siitä, ettei hiekkatympösen LAO1-
geeni ole kahdentunut. Kangaslohisienen LAO3 ja LAO4 -homologit ovat samassa alaryhmässä.
Proteiinien sukupuun perusteella kangaslohisienen LAO3 ja LAO4 -homologit ovat paralogeja.
Tähän mennessä kangaslohisienen genomi on suurin sekvensoitu sienen genomi ja sen on havaittu
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sisältävän erityisen paljon monistuneita geeniperheitä (Martin ym. 2008). Nämä monistuneet
geeniperheet saattavat selittää myös kangaslohisienen useat LAO-homologit.
Proteiinien sukupuuhun löydettiin ektomykorritsasienten sekvenssejä vain tympösten ja lohisienten
suvuista. Toistaiseksi vain yhden ektomykorritsasienen, kangaslohisienen, koko genomi on
sekvensoitu, mikä mahdollisesti osaltaan selittää sen, ettei tietokantahauista löydetty samankaltaisia
sekvenssejä ektomykorritsasienistä. LAO saattaa olla hyvin yleinen ektomykorritsasienillä, joten
tulevaisuudessa olisi tärkeää määrittää entsyymin yleisyys eri lajeissa, minkä perusteella voidaan
myös arvioida LAO:n merkittävyyttä metsämaan typenkierrossa.
Boreaalisessa metsämaassa aminohapot ovat suurin typen varasto. Ektomykorritsasienet pystyvät
ottamaan kokonaisia aminohappoja maanesteestä, mutta toistaiseksi ektomykorritsasienillä
aminohappojen katabolisista reaktioista tiedetään todella vähän. On esitetty, että typpiyhdisteet
kuljetetaan sieneltä isäntäkasville ammoniumioneina (Chalot ym. 2006). Mikäli typpiyhdisteet
kuljetetaan ammoniumtyppenä, tarvitaan sienisolun sisällä entsyymi, joka katalysoi aminohappojen
mineralisaatiota epäorgaaniseksi typpiyhdisteeksi. LAO saattaa olla ektomykorritsasienillä yksi
merkittävä aminohappojen mineralisaatiomekanismeista ja siten entsyymin osuus metsämaan
typenkierrossa saattaa olla merkittävä, etenkin kasvien typen saannin kannalta.
Metsämaassa typpi on usein kasvien kasvua rajoittava tekijä ja kilpailu ravinteesta kasvien ja
mikrobien välillä ajatellaan olevan intensiivistä (Hodge ym. 2000b). Typenkierrossa typen
mineralisaatio on nähty pullonkaulailmiönä ja uskotaan, että mikro-organismit saavat epäorgaanisen
typen käyttöönsä ennen kasveja. Kasveille, jotka muodostavat mykorritsasymbioosia sopivan sienen
kanssa, LAO-entsyymi voisi tarjota kilpailuedun muihin typestä kilpaileviin eliöihin nähden, mikäli
ammoniumia ei vapauteta solun ulkopuolelle maanesteeseen vaan kasvi saisi ammoniumionin
suoraan sieneltä. Boreaalisessa metsämaassa on tyypillistä alhainen pH, minkä seurauksena
kationien pidättyminen humuksen happoryhmiin on vähäistä. Mikäli aminohapot mineralisoidaan
sienisolun sisällä, saattaisi se vähentää ammoniumtypen huuhtoutumista metsämaasta ja siten pitäisi
ravinteet metsän eliöiden sisäisessä ravinnekierrossa.
On myös mahdollista, että sienisolun sisällä aminohapoista mineralisoitu ammoniumtyppi
vapautetaan maanesteeseen. Tällöin muut maan mikrobit ja kasvit voisivat hyödyntää
ammoniumtyppeä ja siten aminohappoja mineralisoiva sieni voisi luoda kasvuolosuhteet eliöille,
joita vain harvoin tavataan metsämaassa ja siten lisätä metsämaan biodiversiteettiä. Nitrifioivat
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bakteerit ja todennäköisesti myös arkit pystyvät käyttämän ammoniumia energianlähteenä
hapettaessaan ammoniumia nitraatiksi (Bohn ym. 2001, Schleper ym. 2005). Kuitenkin
boreaalisessa metsämaassa nitrifioivien bakteerien määrä on tyypillisesti alhainen (Paavolainen &
Smolander 1998). Lisäksi boreaalisesta metsämaasta ei ole toistaiseksi pystytty osoittamaan
nitrifioivia Crenarchaeota I.1b ryhmän arkkeja, joiden tiedetään yleensä esiintyvän maassa. Nämä
Crenarchaeota I.1b ryhmän arkkit todennäköisesti käytävät myös ammoniumia energianlähteenä
(Schleper ym. 2005). Ammoniumia hapettavat mikrobit voisivat ehkä elää läheisessä
vuorovaikutuksessa ammoniumia vapauttavan sienen kanssa, mikäli sieni vaikuttaisi positiivisesti
näiden mikrobien energia-aneenvaihduntaan. Tälläisten nitrifioivien eliöyhteisöjen esiintyminen
metsämaassa saattaisi vaikuttaa myös typen huuhtoutumiseen metsämaassa. Nitrifioivien mikrobien
vapauttama nitraatti on vahvan hapon anioni, joka pidättyy hyvin heikosti maakomponenttien
pinnalle, eli nämä eliöyhteisöt voisivat aiheuttaa typen tappioita metsämaassa.
LAO-entsyymin katalysoimassa reaktiossa aminohaposta vapautuu ammoniumionin lisäksi
aminohappoa vastaava ketohappo. Tibbett ym. (1998b) esittivät, että aminohappojen mineralisaatio
tympösten sukuun kuuluvilla sienillä tapahtuisi kun kasvi ei pysty väliaikaisesti tyydyttämään
sienen hiilen tarpeita. Vastaavassa tilanteessa LAO-entsyymi saattaisi olla merkittävä täyttämään
sienen hiilentarpeita, sillä reaktiotuotteena syntynyt ketohappo voitaisiin käyttää biosynteettisiin
reaktioihin. Mikäli sieni saa osan tarvitsemastaan hiilestä aminohappojen katabolisissa reaktioissa,
vähentäisi se sienen hiilen tarvetta, minkä seurauksena kasville jäisi enemmän hiiliyhdisteitä
käytettäväksi kasvuun.
LAO-entsyymistä on olemassa sovellutuksia, joissa entsyymiä hyödynnetään osana biosensoria ja
katalyyttinä biotransformaatioissa (Hanson ym. 1992, Varadi ym. 1999). Hiekkatympösen LAO1-
geenin kloonaus Escherichia coli -bakteerisoluun mahdollistaa proteiinin massatuotannon.
Teollisuuden kannalta entsyymillä saattaisi olla sovellutuksia esimerkiksi lannoitetypen
valmistamisessa orgaanisesta lähtöaineksesta.
Tulevaisuudessa olisi tärkeä määrittää kuinka yleinen LAO on ektomykorritsasienillä tai muilla
sienillä ja LAO-entsyymin roolia aminohappojen mineralisaatiossa, jotta pystyisimme paremmin
ymmärtämään metsän typenkierron reaktioita ja typpiyhdisteiden kohtaloa ektomykorritsasienessä
ja maaperässä. LAO-entsyymin keksiminen ektomykorritsasienillä  (Nuutinen & Timonen 2008) on
mahdollisesti yksi puuttuva pala, joka täydentää tietämystä metsämaan typenkiertoon liittyvistä
reaktioista.
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5. Johtopäätökset
Maisterin tutkielmassa määritetyn hiekkatympösen LAO1-geenisekvenssin ja LAO-
aktiivisuusmäärityksen perusteella hiekkatympösellä on LAO-entsyymi. Geenin
aminohapposekvenssistä löydettiin L-amino-oksidaaseille konservoituneet alueet, mikä tukee
olettamusta, että eristetty geenisekvenssi olisi L-aminohappo-oksidaasi. Sekvensointitulosten ja
sekvenssivertailujen perusteella hiekkatympösellä on myös toinen LAO-homologi (LAO2).
Hiekkatympösen (LAO1 ja LAO2) ja kangaslohisienen (LAO1, LAO2, LAO3 ja LAO4) LAO-
homologien vertailu osoitti, että hiekkatympösen ja kangaslohisienen LAO1-homologit ovat
kaikkein samankaltaisimpia toisilleen. Geenien evoluutiota kuvaavan hypoteettisen proteiinien
sukupuun perusteella LAO-geenin kantamuoto on kahdentunut ennen kuin hiekkatympösen ja
kangaslohisienen lajiutuminen on tapahtunut. Maisterintyöstä saatujen tulosten perusteella LAO-
entsyymi saattaa olla melko yleinen sienillä, vaikka toistaiseksi kirjallisuudessa on vain vähän
viitteitä sienistä eristetyistä LAO-entsyymeistä. LAO saattaa olla erityisesti ektomykorritsasienillä
yksi tärkeä tekijä metsämaan typenkierrossa ja ravinteiden siirtymisessä sieneltä isäntäkasville.
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Rabah Soliymaniania aminohapposekvenssien määrityksestä
Tieteen tietotekniikan keskus CSC:tä tietokoneresurssien käytöstä
C-talon henkilökuntaa laboratoriotarvikkeiden huolehtimisesta
Vanhempiani Kaisa ja Risto Marttista korvaamattomasta tuesta ja turvasta sekä sisareni perhettä ja
ystäviäni, jotka toivat iloa matkalleni opintojen varrella
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